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1 JOHDANTO 
 
1.1 Tutkielman taustaa 
 
Kasvien kasvua edistävät mikrobivalmisteet ovat yhdestä tai useasta tunnetusta 
mikrobikannasta koostuvia tuotteita, joita käytetään lannoitteiden ohella. Kasvien 
kasvua edistävien mikrobivalmisteiden markkinointi on Suomessa vielä melko vähäistä, 
mutta toiminnan odotetaan lähivuosina kasvavan. Syitä tähän ovat epäorgaanisten 
lannoitteiden hinnannousu, siirtyminen ympäristöystävällisempään viljelytapaan sekä 
pyrkimys viljelytulosten parantamiseen epäsuotuisissakin olosuhteissa. 
Kasvien kasvua edistävien mikrobivalmisteiden markkinointia ja maahantuontia 
Suomessa valvoo Elintarviketurvallisuusvirasto Evira. Koska kyseessä on uusi 
tuoteryhmä, virallista laadunvalvontamenettelyä ollaan kuitenkin vasta kehittämässä. 
Tämä pro gradu -tutkielma on osa Maa- ja metsätalousministeriön rahoittamaa 
Lavitesti-hanketta, jonka toteuttamisesta vastaavat Kasvintuotannon tutkimus (Maa- ja 
elintarviketalouden tutkimuskeskus), Rehu- ja lannoitevalvontayksikkö (Evira), DNA-
sekvensointilaboratorio (Biotekniikan instituutti, Helsingin yliopisto) ja Kristina 
Lindströmin tutkimusryhmä (Mikrobiologian osasto, Elintarvike- ja ympäristötieteiden 
laitos, Helsingin yliopisto). Lavitesti-hankkeen tavoitteena on kehittää yhtenäinen 
testausmenettely markkinoille tulevien orgaanisten lannoitevalmisteiden 
laadunvalvontaan. 
 
1.2 Kirjallisuuskatsaus 
 
Tässä kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan bakteerien kykyä edistää kasvien kasvua. 
Pääpaino on Azoarcus spp., Azorhizobium caulinodans ja Azospirillum 
brasilense -bakteereissa, jotka ovat tutkielman kokeellisessa osassa käytettävän TwinN-
valmisteen vaikuttavat bakteerilajit. Ensin käsitellään kyseisten bakteerien taksonomiaa, 
morfologiaa, fysiologiaa sekä isäntäkasveja. Seuraavaksi käydään läpi, miten bakteerit 
hakeutuvat kasveihin ja millaisia muutoksia ne saavat kasveissa aikaan. Lopuksi 
esitellään tunnetuimmat mekanismit, joihin bakteerien aikaansaama kasvien kasvun 
tehostuminen perustuu. 
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1.2.1 Azoarcus-suvun taksonomia 
 
Azoarcus-suku kuuluu β-proteobakteereihin, jossa sitä lähin tunnettu suku on Thauera 
(Reinhold-Hurek ym. 1993b, Reinhold-Hurek & Hurek 2000). Kasveissa eläviä 
Azoarcus-lajeja on kuvattu kaksi: suvun tyyppilaji A. indigens sekä A. communis 
(Reinhold-Hurek ym. 1993b). Lisäksi sukuun kuuluu kasveissa eläviä kantoja, joille ei 
ole annettu lajinimeä. Tällainen on esimerkiksi paljon tutkittu Azoarcus sp. BH72. 
Kaikki edellä mainitut Azoarcus-suvun edustajat on ensimmäisen kerran eristetty 
Pakistanissa kasvaneiden Leptochloa fusca (L.) Kunth -heinäkasvien juurista. 
 Muut Azoarcus-suvun edustajat hajottavat aromaattisia yhdisteitä, eikä niillä 
pääasiallisesti ole yhteyttä kasveihin. Lajeja on eristetty mm. mullasta, makeanveden 
sedimenteistä, raakaöljyllä saastuneesta maaperästä sekä jätevesilietteestä (Anders ym. 
1995, Zhou ym. 1995, Springer ym. 1998, Song ym. 1999, Mechichi ym. 2002). Nämä 
lajit eroavat kasviperäisistä lajeista mm. solumorfologiansa, hiilenlähteidensä, 
elektronin vastaanottajiensa, hapensietonsa sekä typensidontakykynsä osalta. 
Kasviperäisten ja aromaattisia yhdisteitä hajottavien Azoarcus-lajien väliset 
fylogeneettiset etäisyydet ovat niin suuria, että tulevaisuudessa nämä ryhmät saatetaan 
päätyä luokittelemaan erillisiksi suvuiksi (Reinhold-Hurek & Hurek 2000). Toisaalta 
esim. A. communis -lajiin kuuluu sekä kasveissa eläviä kantoja, että aromaattisten 
yhdisteiden hajottajia (Reinhold-Hurek ym. 1993b). 
 
1.2.2 Azoarcus-bakteerien morfologia ja fysiologia 
 
Azoarcus-solut ovat gramnegatiivisia suoria tai käyriä sauvoja, jotka esiintyvät yksittäin 
tai pareissa (Reinhold-Hurek ym. 1993b). Solujen leveys on 0,4–1.0 µm ja pituus 1,1–
4,0 µm, mutta vanhetessaan solut voivat muuttua jopa 12 µm pitkiksi. Solujen päässä on 
flagelli, jonka avulla ne liikkuvat. Solut ovat oksidaasi- ja katalaasipositiivisia, ja niihin 
kertyy poly-β-hydroksibutyraattijyväsiä. Azoarcus-bakteerit saavat energiansa 
soluhengityksestä, jossa lopullisena elektronin vastaanottajana toimii happi. Hiilen- ja 
energianlähteenään ne käyttävät mm. orgaanisten happojen suoloja, joitakin 
aminohappoja sekä etanolia, mutta eivät mono- tai disakkarideja. Mikroaerobisissa 
oloissa Azoarcus-lajit pystyvät sitomaan ilmakehän typpeä käyttöönsä, mutta jotkin 
kannat tarvitsevat tällöin p-aminobentsoehappoa kasvualustastaan. Azoarcus-bakteerit 
viihtyvät happamuudeltaan neutraalissa ympäristössä, ja niiden ihanteellinen 
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kasvulämpötila sijoittuu välille 37–40 °C. Monille kannoille on ominaista anaerobinen 
kasvu aromaattisilla yhdisteillä nitraatin läsnä ollessa, jolloin tapahtuu denitrifikaatio 
(NO3
- → NO2
- → NO + N2O → N2) (Hurek & Reinhold-Hurek 1995). 
 
1.2.3 Azoarcus-bakteerien isäntäkasvit 
 
L. fusca -heinäkasvin lisäksi Azoarcus-lajien on osoitettu kolonisoivan riisin ja durran 
juuria (Hurek ym. 1994b, Stein ym. 1997, Engelhard ym. 2000, Miché ym. 2006). 
Lisäksi A. indigens on eristetty Ustilago-sukuisen kantasienen lepomuodoista pellolta, 
jossa aiemmin oli kasvatettu L. fusca -heinäkasvia sekä riisiä ja vehnää (Hurek ym. 
1997b, Reinhold-Hurek & Hurek 2000). Sieni saattaa toimia bakteerin väliaikaisena 
elinpaikkana, vektorina kasviin tai jopa vaihtoehtoisena isäntänä. 
 
1.2.4 Azorhizobium-suvun taksonomia 
 
Azorhizobium-suku kuuluu α-proteobakteereihin, jossa sitä lähin tunnettu suku on 
Xanthobacter (Dreyfus ym. 1988, Rainey & Wiegel 1996, Lee ym. 2008). 
Azorhizobium-suvun tyyppilaji A. caulinodans on alun perin eristetty Senegalissa ja 
Madagaskarilla kasvaneista Sesbania rostrata -palkokasveista, joiden juuria ja varsia 
bakteeri tehokkaasti nystyröi. A. caulinodans -lajin tyyppikanta on ORS 571, joka on 
myös tutkituin Azorhizobium-kanta. Suvun toinen määritelty laji on A. doebereinerae, 
joka muodostaa nystyröitä Sesbania virgata -palkokasviin (Maria de Souza Moreira ym. 
2006). 
 
1.2.5 Azorhizobium-bakteerien morfologia ja fysiologia 
 
Azorhizobium-solut ovat gramnegatiivisia sauvoja, joiden leveys on 0,5–0,6 µm ja 
pituus 1,5–2,5 µm (Dreyfus ym. 1988). Nestemäisessä alustassa solut liikkuvat 
sivullaan olevan flagellin avulla, kun taas kiinteässä alustassa kasvaessaan bakteerilla 
on useita solun eri puolille sijoittuneita flagelleja. Solut ovat oksidaasi- ja 
katalaasipositiivisia. Azorhizobium-bakteerit ovat ehdottomasti aerobisia ja käyttävät 
hiilen- ja energianlähteenään mm. orgaanisten happojen suoloja ja proliinia, mutta 
sokereista vain glukoosia. Tärkkelyksen hydrolyysiä ei esiinny. Mikroaerobisissa 
oloissa Azorhizobium-bakteerit pystyvät sitomaan ilmakehän typpeä käyttöönsä, mutta 
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jotkin kannat tarvitsevat tällöin nikotiinihappoa kasvualustastaan. Kasvulle 
ihanteellinen pH-alue on 5,5–7,8, ja kasvua tapahtuu lämpötilavälillä 12–43 °C. 
 
1.2.6 Azorhizobium caulinodans -bakteerin isäntäkasvit 
 
Azorhizobium caulinodans -bakteerin aikaansaamaa juurten kolonisaatiota on raportoitu 
riisillä (Ladha ym. 1989a, Ladha ym. 1989b, Gopalaswamy ym. 2000, Van 
Nieuwenhove ym. 2000, Jain & Gupta 2003), vehnällä (Sabry ym. 1997, Webster ym. 
1998), Arabidopsis thaliana -lituruoholla (Gough ym. 1997, Stone ym. 2001), rapsilla 
(O'Callaghan ym. 2000) sekä trooppisilla palkokasveilla (O'Callaghan ym. 1997, 
Rasolomampianina ym. 2005, Gueye ym. 2009). Sesbania rostrata ja Sesbania 
bispinosa ovat kuitenkin ainoat kasvit, joihin bakteerin on raportoitu muodostavan 
typpeä sitovia nystyröitä (Dreyfus ym. 1988, Saini ym. 2001). Muihin palkokasveihin 
A. caulinodans tuottaa parhaimmillaankin vain pieniä toimimattomia nystyröitä. Juurten 
lisäksi A. caulinodans -kolonisaatiota on havaittu Nicotiana tabacum -tupakkakasvin 
versojen sisällä (Ji ym. 2010) sekä trooppisten palkokasvien lehdillä ja kukilla 
(Adebayo ym. 1989, Robertson ym. 1995). 
 
1.2.7 Azospirillum-suvun taksonomia 
 
Azospirillum-suku kuuluu α-proteobakteereihin, jossa sitä lähimmät tunnetut suvut ovat 
Magnetospirillum ja Rhodospirillum (Fani ym. 1995). Azospirillum-suvun ensimmäiset 
edustajat eristettiin erilaisten trooppisten heinäkasvien ja maailmanlaajuisesti tärkeiden 
viljakasvien juurista sekä maaperästä. Alun perin lajinimeksi annettiin Spirillum 
lipoferum, mutta myöhemmin kannat järjesteltiin uudelleen kuuluviksi joko 
Azospirillum-suvun tyyppilajiin A. lipoferum tai lajiin A. brasilense (Tarrand ym. 1978).  
Nykyisin Azospirillum-sukuun kuuluu yhteensä 14 lajia, joista suurin osa on eristetty eri 
heinäkasvien juurista, mutta joitakin myös raakaöljypohjaisista materiaaleista tai 
erilaisista vesi- ja maanäytteistä (Lin ym. 2009, Lavrinenko ym. 2010). 
 
1.2.8 Azospirillum-bakteerien morfologia ja fysiologia 
 
Azospirillum-solut ovat gramnegatiivisia käyriä tai kierteisiä sauvoja, joiden leveys on 
noin 1,0 µm ja pituus 2,1–3,8 µm (Tarrand ym. 1978). Vanhetessaan solut voivat 
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muuttua lähes 2 µm leveiksi ja 30 µm pitkiksi tai muodostaa kystamaisia lepomuotoja. 
Nestemäisessä alustassa solut liikkuvat päässään olevan flagellin avulla, kun taas 
kiinteässä alustassa kasvaessaan bakteereilla on lisäksi useita sivulla olevia flagelleja. 
Solut ovat oksidaasipositiivisia ja niihin kertyy huomattavia määriä poly-β-
hydroksibutyraattijyväsiä. Azospirillum-bakteerit saavat energiansa pääasiassa 
soluhengityksestä, mutta myös käymisreaktioita esiintyy. Hiilen- ja energianlähteenään 
ne käyttävät orgaanisten happojen suoloja sekä joitakin hiilihydraatteja. 
Mikroaerobisissa oloissa Azospirillum-bakteerit pystyvät sitomaan ilmakehän typpeä 
käyttöönsä. Kasvulle ihanteellinen pH-alue on 5,5–7,5 ja lämpötila noin 37 °C. Solut 
kykenevät myös denitrifikaatioon. 
 
1.2.9 Azospirillum brasilense -bakteerin isäntäkasvit 
 
Azospirillum brasilense pystyy kolonisoimaan yli 20 eri heimoon kuuluvien kasvien 
juuria (Bashan & Holguin 1995, Bashan ym. 1999, Puente ym. 1999, Pedraza ym. 
2007). Sopivia isäntäkasveja löytyy mm. heinäkasveista (Poaceae), hernekasveista 
(Fabaceae), ristikukkaiskasveista (Brassicaceae), koisokasveista (Solanaceae) ja 
kurkkukasveista (Cucurbitaceae), mutta onpa kolonisaatiota raportoitu kaktuksissakin 
(Cactaceae). Tärkeistä viljelykasveista esimerkkeinä mainittakoon vehnä, riisi, maissi, 
durra, hirssi, soijapapu, tupakka, puuvilla ja sokeriruoko (Lakshmi ym. 1977, Tarrand 
ym. 1978, Umali-Garcia ym. 1980, Bashan ym. 1991, Bashan & Holguin 1995, Tejera 
ym. 2005). Juurten lisäksi A. brasilense -kolonisaatiota on havaittu myös kasvien 
lehdillä ja rönsyissä (Bashan 1998, Holguin & Glick 2003, Pedraza ym. 2007). 
 
1.2.10 Azorhizobium caulinodans -bakteerin kyky muodostaa juurinystyröitä 
 
Juurinystyröiden kautta tapahtuva typensidonta lienee tutkituin kasvi-bakteeri-
symbioosin muoto. Koska Azorhizobium caulinodans muodostaa toimivia nystyröitä 
vain kahden Sesbania-sukuisen palkokasvin kanssa, ei nystyräsymbioosia voitane sen 
kohdalla pitää lähtökohtana kaupallisen bakteerituotteen kehittämiselle. 
Nystyränmuodostuksessa esiintyy kuitenkin samankaltaisia vaiheita kuin kasvien 
kasvua edistävien bakteerien nystyrättömässä juurten kolonisaatiossa, joten 
nystyröinnin periaatteet on syytä käydä tässä läpi lyhyesti. 
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S. rostrata -palkokasvin tuottamilla flavonoideilla, kuten likviritigeniinilla ja 
naringeniinilla on tärkeä tehtävä A. caulinodans -bakteerin houkuttelemisessa kasviin 
(Goethals ym. 1989, Messens ym. 1991, D'Haeze ym. 1998). Flavonoidit myös 
laukaisevat nystyröinti- eli Nod-tekijöiden tuotannon bakteerissa. Nod-tekijät ovat 
N-asyloituja kitiinioligomeereja, joiden vaikutuksesta S. rostrata -kasvissa käynnistyy 
useita nystyränmuodostukseen liittyviä toimintoja (Mergaert ym. 1993). Nod-tekijöiden 
spesifisyys voi olla osasyynä siihen, ettei A. caulinodans kykene nystyröimään 
useampia isäntäkasveja. 
 A. caulinodans -bakteerin nystyränmuodostuksen erikoisuus on se, että 
nystyröitä voi muodostua paitsi S. rostrata -kasvin sivujuuriin, myös varsissa oleviin 
juuriaihioihin (Dreyfus ym. 1988). Nystyränmuodostus voi tapahtua kahdella eri 
mekanismilla riippuen kosteusoloista (Goormachtig ym. 2004). Tulvaolosuhteissa 
nystyränmuodostus tapahtuu sivujuurten tyvihalkeamien kautta, kun taas kuivissa 
oloissa nystyrät muodostuvat juurikarvojen kihartumisen välityksellä. 
 Tyvihalkeama-välitteisessä nystyröinnissä bakteerit tunkeutuvat kasvin sisään 
repeämistä, joita syntyy pää- ja sivujuuren yhtymäkohtaan, kun sivujuuri kasvunsa 
alussa työntyy ulos pääjuuresta (D'Haeze ym. 2003). Bakteerit tarttuvat tällaisiin 
sivujuuren tyvihalkeamiin, lisääntyvät korteksin uloimmissa osissa ja aiheuttavat 
kasvisolujen paikallista rappeutumista muodostaen infektiotaskuja. Infektiotaskuista 
bakteerit tunkeutuvat infektiokanavaa pitkin syvemmälle korteksin soluväleihin ja 
lopulta solujen sisään (Tsien ym. 1983). 
 Juurikarva-välitteisessä nystyröinnissä puolestaan juurikarva alkaa kihartua 
pintaansa tarttuneiden bakteerien ympärille, jolloin bakteerien tuottamat entsyymit 
hajottavat juurikarvan soluseinää (Goormachtig ym. 2004). Kun bakteerit ovat päässeet 
juurikarvan sisään, solunsisäinen infektiokanava johdattaa ne juurikarvan tyven kautta 
juuren korteksiin. Sekä tyvihalkeama- että juurikarva-välitteisessä nystyröintitavassa 
bakteerit lopulta koteloituvat kasvin solukalvoihin ja muuttuvat typensidontaan 
erikoistuneiksi bakteroideiksi. Bakteroideja ympäröivät korteksin solut jakautuvat 
edelleen ja kypsyvät nystyröiksi. 
 Kaksi erilaista nystyränmuodostustapaa selittyvät sillä, että tulvaoloissa 
kasveihin kertyy eteeniä, joka estää juurikarvojen syntymistä sekä toisaalta edistää 
infektiotaskujen muodostusta tyvihalkeamiin (Goormachtig ym. 2004). Ilmavassa 
maaperässä sen sijaan eteeni pääsee poistumaan kasvista, mikä suosii juurikarvojen 
kautta tapahtuvaa nystyröintiä. Juurikarva-välitteinen infektio vaatii Nod-tekijöiltä 
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spesifisempää rakennetta kuin tyvihalkeaman kolonisaatio. Tämä johtuu siitä, että 
kasvin Nod-reseptorit sijaitsevat epidermissä, joka tyvihalkeamien kolonisaatiossa 
ohitetaan. A. caulinodans -bakteerin tuottaman eksopolysakkaridin on havaittu 
osallistuvan bakteerin etenemiseen syvemmälle S. rostrata -kasvin solukoihin sekä 
vaikuttavan nystyröiden toimintaan (D'Haeze ym. 1998, Tsukada ym. 2009). 
 
1.2.11 Azoarcus-, Azorhizobium- ja Azospirillum- bakteerien kyky edistää kasvien 
kasvua ilman nystyräsymbioosia 
 
Azoarcus-, Azorhizobium- ja Azospirillum-bakteerien erityispiirre on kyky kolonisoida 
kasveja ja edistää niiden kasvua ilman juurinystyröiden muodostumista. Azoarcus-
siirrostusten on raportoitu lisänneen kasvien kuivapainoa, biomassaa, typpipitoisuutta ja 
proteiinipitoisuutta (Hurek ym. 1994b, Hurek ym. 2002). Azorhizobium 
caulinodans -siirrostusten on puolestaan osoitettu kasvattaneen kasvien kuivapainoa, 
biomassaa, verson ja juuren pituutta, sivujuurten määrää, typpi-, fosfori- ja 
proteiinipitoisuutta sekä jyväsaantoa (Ladha ym. 1989b, Rahman & Parsons 1997, 
Sabry ym. 1997, Van Nieuwenhove ym. 2001, Senthilkumar ym. 2008). Azospirillum 
brasilense -bakteerilla siirrostuskokeita on tehty runsaasti sekä kasvihuone- että pelto-
olosuhteissa ja niissä on havaittu lisäystä kasvien kuivapainossa, biomassassa, verson ja 
juurten pituudessa, sivujuurten ja juurikarvojen määrässä, typpi-, kalium- ja 
fosforipitoisuuksissa, muiden kivennäisaineiden pitoisuuksissa, proteiinipitoisuudessa 
sekä jyväsaannossa (Umali-Garcia ym. 1980, Jain & Patriquin 1984, Bashan 1998, 
Saubidet ym. 2002, Basaglia ym. 2003, Ribaudo ym. 2006, Mostajeran ym. 2007, 
Hungria ym. 2010, Ilyas & Bano 2010). 
 
1.2.12 Kasvin juurieritteiden merkitys bakteerien houkuttelemisessa juuriin 
 
Azoarcus spp., Azorhizobium caulinodans ja Azospirillum brasilense -bakteerit 
hakeutuvat maaperässä aktiivisesti kasvinjuurten läheisyyteen, jossa ne selviytyvät 
paremmin kuin irtomullassa (Bashan & Holguin 1994, Bashan & Holguin 1995, Bashan 
ym. 1995, Hurek ym. 1997b, Van Nieuwenhove ym. 2000). Kasvinjuurten 
ympäristöönsä erittämillä yhdisteillä lieneekin tärkeä tehtävä bakteerien 
houkuttelemisessa juuristoon ja säilymisessä siellä. Siemen- ja juuriuutteiden, 
flavonoidien sekä monien muiden yhdisteiden on havaittu lisäävän Azoarcus spp., 
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A. caulinodans ja A. brasilense -bakteerien liikkuvuutta sekä tehostavan niiden 
tarttumista juuriin (Umali-Garcia ym. 1980, Lopez-de-Victoria & Lovell 1993, Arsène 
ym. 1994, Bashan & Holguin 1994, Hurek ym. 1994b, Gough ym. 1997, Vande Broek 
ym. 1998, Webster ym. 1998, Gopalaswamy ym. 2000, Stone ym. 2001, Jain & Gupta 
2003, Greer-Phillips ym. 2004, Pothier ym. 2007). Tässä yhteydessä flavonoidien 
toimintamekanismi ei ilmeisesti liittynyt nod-geeneihin, koska vaikutus oli 
samankaltainen A. caulinodans -bakteerilla, jolla on nod-geenejä ja 
A. brasilense -bakteerilla, jolla niitä ei ole. Flavonoidien vaikutus ei myöskään 
perustunut siihen, että ne toimisivat bakteerien hiilenlähteenä tai muuten nopeuttaisivat 
bakteerien kasvua. Yhden tutkimuksen mukaan flavonoidien kolonisaatiota lisäävä 
vaikutus saattaisi johtua siitä, että ne parantavat bakteerin kestävyyttä kasvin 
puolustusyhdisteitä vastaan (Gopalaswamy ym. 2000). Toisessa tutkimuksessa tälle 
väitteelle ei kuitenkaan löydetty tukea (O'Callaghan ym. 2000). 
 Juurieritteillä lienee vaikutusta myös bakteerien isäntäkasvikirjoon. Azoarcus 
spp. ja A. brasilense -bakteerien osalta tiedetään, että toimivan kasvi-bakteeri-
vuorovaikutussuhteen syntyminen edellyttää bakteerikannalta ja kasvilajikkeelta 
yhteensopivuutta (Jain & Patriquin 1984, Sukiman & New 1990, Garcia de Salamone 
ym. 1996, Engelhard ym. 2000, Amooaghaie ym. 2002, Miché ym. 2006, Pothier ym. 
2007, Walker ym. 2011). Tässä juurieritteet saattavat olla merkittävässä asemassa. 
Yksittäisen bakteerikannan sopeutumisesta tiettyyn isäntäkasvilajikkeeseen kertoo myös 
se, että kolonisaatio on usein tehokkainta juuri siinä kasvilajikkeessa, josta kyseinen 
bakteerikanta on alun perin eristetty (Egorenkova ym. 2000, Yegorenkova ym. 2001). 
 
1.2.13 Juurten bakteerikolonisaatio 
 
Jotta bakteeri voisi säilyä hengissä ja lisääntyä isäntäkasvissaan, sen tulee kyetä 
tarttumaan juurten pintaan ja hakeutua olosuhteiltaan otollisiin kasvinosiin. Azoarcus-, 
Azorhizobium- ja Azospirillum- bakteerien tutkimus on paljastanut kolonisaatiotavoissa 
yhtäläisyyksiä ja eroavaisuuksia, mutta vieläkään prosesseja ei tunneta 
kokonaisuudessaan. 
 Azoarcus-solut tunkeutuvat juuriin niiden pitenemis- ja 
erilaistumisvyöhykkeiden kohdalta (Hurek ym. 1994b, Stein ym. 1997). Bakteerit 
lisääntyvät korteksin ja ksyleemin soluväleissä, josta ne voivat edetä juuren ja varren 
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väliseen johtosolukkoon asti. Paikoin bakteerit tunkeutuvat myös kasvisolujen sisälle, 
aiheuttaen niiden paikallista rappeutumista. 
 Azorhizobium caulinodans suosii tarttumispaikkoinaan sivujuurten 
tyvihalkeamia sekä juurenkärkiä (Gough ym. 1997, Webster ym. 1998, Jain & Gupta 
2003). Sivujuurten tyvihalkeamien kautta bakteerit siirtyvät pääjuuren korteksin 
soluväleihin, jossa ne lisääntyvät ja muodostavat samankaltaisia rakenteita kuin 
nystyränmuodostuksessa esiintyvät infektiotaskut. Monesti 
A. caulinodans -kolonisaatiota on havaittu juuren tai varren ksyleemissä saakka 
(O'Callaghan ym. 1997, Gopalaswamy ym. 2000, Cocking 2001, Stone ym. 2001). 
 Azospirillum brasilense -solut tarttuvat erityisesti juurikarvavyöhykkeelle, 
solujen pitenemisvyöhykkeelle sekä sivujuurten tyvihalkeamiin (Bashan ym. 1991, 
Vande Broek ym. 1993, Pereg-Gerk ym. 1998, Vande Broek ym. 1998, Egorenkova ym. 
2000, Yegorenkova ym. 2001, Kim ym. 2005). Bakteerit kiinnittyvät juuriin, lisääntyvät 
muodostaen rykelmiä ja leviävät laajemmalle juuristossa (Bashan ym. 1986, Assmus 
ym. 1995, Shelud'ko ym. 2010). Kolonisaatiota on joskus havaittu epidermin (Ramos 
ym. 2002) ja korteksin (Bashan ym. 1986, Arsène ym. 1994, Assmus ym. 1995) 
soluväleissä, ksyleemissä (Ribaudo ym. 2006) sekä juurikarvasolujen sisällä (Assmus 
ym. 1995). Kasvin sisäosien kolonisaatiota voidaan kuitenkin pitää vain joidenkin 
A. brasilense -kantojen erityispiirteenä (Jain & Patriquin 1984, Bashan ym. 1986, 
Fischer ym. 2000, Tejera ym. 2005, Pedraza ym. 2007, Nabti ym. 2010). Kasvin 
sisäosia kolonisoivien kantojen kyky kilpailla tarttumispaikoista juurissa oli jostain 
syystä suurempi kuin pintaosia kolonisoivilla kannoilla (de Oliveira Pinheiro ym. 2002). 
 A. brasilense -bakteerin kiinnittyminen juuriin on kaksivaiheinen prosessi. 
Alustava tarttuminen kestää noin kaksi tuntia, ja siinä bakteerit kiinnittyvät juuriin 
löyhästi proteiinien välityksellä (Michiels ym. 1991). Perusteellinen ankkuroituminen 
puolestaan käynnistyy vasta kahdeksan tunnin kuluttua siirrostuksesta, ja sen 
seurauksena bakteerit kiinnittyvät juuriin pysyvämmin polysakkaridien välityksellä. 
Useissa tutkimuksissa on kuvattu tyypillistä proteiinien ja polysakkaridien 
muodostamaa limaista ja rihmamaista verkostoa, joka sitoo bakteerisolut toisiinsa ja 
juuriin (Bashan ym. 1986, Bashan ym. 1991, Katupitiya ym. 1995a, de Oliveira 
Pinheiro ym. 2002). Kiinnittymisen nopeudessa ja voimakkuudessa on kuitenkin suurta 
vaihtelua käytettäessä eri bakteerikantoja ja kasvilajikkeita (Bashan ym. 1986, Arsène 
ym. 1994). 
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 Azoarcus spp., Azorhizobium caulinodans ja Azospirillum brasilense -bakteerien 
kolonisaatiokyvyn kannalta oleellista on se, että bakteerit eivät aiheuta kasveille 
sairauden oireita tai käynnistä liian voimakkaita puolustusmekanismeja (Hurek ym. 
1994b, Gough ym. 1997, O'Callaghan ym. 1997, Bashan 1998, Webster ym. 1998, Jain 
& Gupta 2003, Miché ym. 2006). Ilmeisesti kasvit kuitenkin jollain tavoin rajoittavat 
bakteerien etenemistä, jotta kolonisaatio pysyy paikallisena eikä leviä 
hallitsemattomasti. 
 
1.2.14 Bakteerien tuottamien kasvin soluseinää pilkkovien entsyymien vaikutus juurten 
kolonisaatioon 
 
Juurten kolonisaatiossa bakteerit saattavat hyödyntää tuottamiaan kasvin soluseinää 
pilkkovia entsyymejä. Monien Azoarcus-kantojen solujen pinnassa on sellulolyyttisiä 
entsyymejä kuten β-glukosidaasia, sellobiohydrolaasia ja endoglukanaasia (Reinhold-
Hurek ym. 1993a). Azorhizobium caulinodans -kannalta on löydetty 
karboksimetyyliselluloosaa ja hydroksietyyliselluloosaa pilkkova endoglukanaasi, 
joskaan entsyymi ei käytetyissä koeolosuhteissa erittynyt bakteerin ulkopuolelle 
(Geelen ym. 1995). Ksylanaasi- tai pektinaasiaktiivisuutta ei sen sijaan kyseiseltä 
A. caulinodans -kannalta löytynyt. Joiltakin Azospirillum brasilense -kannoilta on 
löydetty sellulaasi-, ksylanaasi-, pektinaasi- tai β-1,3-glukanaasiaktiivisuutta (Umali-
Garcia ym. 1980, Tien ym. 1981, Halsall ym. 1985, Plazinski & Rolfe 1985, Mostajeran 
ym. 2007, El-Katatny 2010), kun taas toisilta kannoilta pektinaasiaktiivisuutta ei ole 
löydetty (Khammas & Kaiser 1991, Bekri ym. 1999). Koska edellä mainitut bakteerit 
eivät yleensä kykene käyttämään soluseinän hajoamistuotteita hiilenlähteenään (Tarrand 
ym. 1978, Myers & Hubbell 1987, Reinhold-Hurek ym. 1993a, Geelen ym. 1995), on 
epätodennäköistä, että entsyymien tehtävä liittyisi energiansaantiin. Sen sijaan 
entsyymit saattavat luoda bakteereille lisää sitoutumispaikkoja juurten pinnalla 
(Egorenkova ym. 2000) tai helpottaa bakteerin pääsyä kasvin sisälle (Reinhold-Hurek 
ym. 1993a, Sabry ym. 1997, Goormachtig ym. 2004). Azoarcus-kannalla onkin havaittu 
endoglukanaasin tuottoa juuri niillä juurten alueilla, joilla bakteerin tunkeutuminen 
kasviin tapahtuu (Reinhold-Hurek ym. 2006). Endoglukanaasia tuottamattoman kannan 
kolonisaatiokyky puolestaan oli heikentynyt. 
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1.2.15 Bakteerien tuottamien proteiinien vaikutus juurten kolonisaatioon 
 
Kun proteiinien osallisuus Azospirillum brasilense -bakteerin tarttumisessa juuriin 
varmistui, tutkijat alkoivat selvittää, mikä proteiini tämän saa aikaan. Yhdessä 
tutkimuksessa saatiin viitteitä, että juuriin tarttuva rakenneosa olisi 
A. brasilense -bakteerin merkittävin ulkomembraaniproteiini (Burdman ym. 2001). 
Toisessa tutkimuksessa väitteelle ei kuitenkaan saatu tukea, vaan löydettiin toinen 
ulkomembraaniin sitoutunut proteiini, joka kykeni tarttumaan bakteerikannan 
tuottamaan eksopolysakkaridiin (Mora ym. 2008). Useissa muissa tutkimuksissa on 
puolestaan todettu, että juuriin tarttuva proteiini voisikin olla A. brasilense -bakteerin 
päässä oleva flagelli (Croes ym. 1993, Vande Broek ym. 1998, Shelud'ko ym. 2010). 
Bakteerin sivulla sijaitsevien flagellien ei sen sijaan ole havaittu vaikuttavan 
tarttumiseen (Moens ym. 1995). Proteiineilla on siis ilmiselvästi tärkeä tehtävä 
A. brasilense -bakteerin tarttumisessa juuriin, mutta niiden tarkkaa luonnetta ja 
toimintatapaa ei ole saatu selville. Azoarcus-bakteereilla puolestaan IV-tyypin pilusten 
on osoitettu osallistuvan juurten kolonisaatioon (Reinhold-Hurek ym. 2006, Böhm ym. 
2007). 
 
1.2.16 Bakteerien tuottamien polysakkaridien vaikutus juurten kolonisaatioon 
 
Bakteerien tuottamien polysakkaridien osallisuudesta juurten kolonisaatioon on saatu 
melko kirjavia tutkimustuloksia. Erityisesti Azospirillum brasilense -solut juuriin 
ankkuroivan polysakkaridin luonnetta on yritetty selvittää useissa tutkimuksissa. On 
esitetty, että kyseinen polysakkaridi voisi olla A. brasilense -bakteerin ulkomembraanin 
lipopolysakkaridi (Jofré ym. 2004) tai soluja ympäröivä kapselipolysakkaridi 
(Katupitiya ym. 1995a, Pereg-Gerk ym. 1998). Teoriaan päädyttiin siksi, että kyseisten 
rakenneosien suhteen poikkeavat mutanttikannat tarttuivat juuriin huomattavasti 
heikommin kuin villikanta. Teoriaa tukee myös se, että A. brasilense -bakteerin 
kapselipolysakkaridin on osoitettu tarttuvan juurten pinnalla olevaan agglutiniiniin 
(Egorenkova ym. 2001, Yegorenkova ym. 2001). 
 Myös eksopolysakkaridien osallistumista juurten bakteerikolonisaatioon on 
yritetty selvittää. A. brasilense -bakteerilla eksopolysakkaridin yksi tehtävä lienee 
toimia vararavintona, sillä vähäravinteisissa oloissa bakteeri pystyy käyttämään omaa 
eksopolysakkaridiaan hiilenlähteenään (Bahat-Samet ym. 2004). Eksopolysakkaridin 
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rakenne ja sitä kautta ominaisuudet vaihtelevat kuitenkin olosuhteiden mukaan (Fischer 
ym. 2003). On jopa esitetty, että A. brasilense -bakteerin lipopolysakkaridi, 
kapselipolysakkaridi ja eksopolysakkaridi olisivatkin samaa ainesta, josta osa on 
kiinnittyneenä solun pintaan ja osa eritetään ympäristöön (Matora & Shchegolev 2002). 
A. brasilense -bakteerin eksopolysakkaridilta itseltään ei ole löydetty kasvien kasvua 
edistäviä ominaisuuksia, mutta eksopolysakkaridin tiedetään osallistuvan 
bakteerisolujen paakkuuntumiseen, joka puolestaan vaikuttaa bakteerin tarttumiskykyyn 
juurissa (Bahat-Samet ym. 2004). 
 Azorhizobium caulinodans -bakteerin eksopolysakkaridi puolestaan koostuu 
galaktoositähteistä, ja sen tuotanto kiihtyy vähätyppisissä oloissa (D'Haeze ym. 2004). 
Eksopolysakkaridilla lienee suuri merkitys kolonisaation onnistumiselle, sillä se suojaa 
A. caulinodans -bakteeria kasvin tuottamalta vetyperoksidilta sekä mahdollisesti 
"piilottaa" bakteerin kasvin immuunijärjestelmältä (D'Haeze ym. 2004, Suzuki ym. 
2008). 
 
1.2.17 Azospirillum brasilense -solujen paakkuuntumisen ja kystamaisten lepomuotojen 
vaikutus juurten kolonisaatioon 
 
Azospirillum brasilense -bakteerien kasvatus- ja siirrostusolosuhteilla on suuri vaikutus 
niiden pintarakenteeseen ja sitä kautta kolonisaatiokykyyn (Castellanos ym. 1997). 
Tiedetään, että ainakin pH-arvo sekä hapen, typen, fosfaatin ja kalsiumin pitoisuudet 
vaikuttavat siihen, kuinka tehokkaasti A. brasilense -bakteerit tarttuvat juuriin (Umali-
Garcia ym. 1980, Vande Broek ym. 1993, de Oliveira Pinheiro ym. 2002). Kasvaessaan 
liemessä, jossa on runsaasti hiiltä suhteessa typpeen, A. brasilense -soluilla on voimakas 
taipumus paakkuuntua. Paakkuuntumiseen liittyy lisääntynyt eksopolysakkaridin tuotto 
(Burdman ym. 1998). Eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa A. brasilense tuottaa 
glukoosipitoista eksopolysakkaridia ja stationäärisessä kasvuvaiheessa 
arabinoosipitoista eksopolysakkaridia (Bahat-Samet ym. 2004). Juuri 
eksopolysakkaridin suurta arabinoosipitoisuutta on pidetty syynä solujen 
paakkuuntumiseen (Burdman ym. 2000, Bahat-Samet ym. 2004). Yhdessä 
tutkimuksessa (Joe ym. 2010) paakkuisen stationäärikasvuvaiheen viljelmän todettiin 
tarttuvan juuriin tehokkaimmin, kun taas muissa tutkimuksissa (Egorenkova ym. 2000, 
Yegorenkova ym. 2001) nopeimmin juuriin tarttuivat eksponentiaalikasvuvaiheen solut. 
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A. brasilense -liemiviljelmien paakkuuntumiseen liittyy myös runsas poly-β-
hydroksibutyraatin (PHB) tuotto (Burdman ym. 1998). PHB on vahamainen yhdiste, 
jonka kertyminen parantaa A. brasilense -solujen kestävyyttä ympäristörasitteita, kuten 
kuumuutta, kuivuutta, UV-säteilyä, osmoottista stressiä sekä kasvin tuottamaa 
vetyperoksidia vastaan (Kadouri ym. 2003). On kuitenkin todettu, ettei PHB itsessään 
paranna A. brasilense -bakteerin kolonisaatiokykyä tai kasvien kasvua. Azorhizobium 
caulinodans -bakteerilla tehtyjen tutkimusten perusteella tiedetään, että PHB:n 
perimmäinen tehtävä lienee mikroaerobisessa kasvussa syntyneen ylimääräisen asetyyli-
CoA:n varastoiminen (Mandon ym. 1998, Pauling ym. 2001). Lisäksi PHB säätelee 
A. caulinodans -bakteerin nifA-geenin ekspressiota saatavilla olevan hiilen ja 
pelkistävien yhdisteiden mukaan. Täten PHB:n tuotto on välttämätöntä sekä 
A. caulinodans -bakteerin mikroaerobiselle kasvulle että typensidonnalle. 
 A. brasilense -bakteerilla on lisäksi kyky muodostaa kystamaisia lepomuotoja, 
joiden rakenne ja ominaisuudet vaihtelevat riippuen bakteerikannasta ja olosuhteista 
(Bashan ym. 1991, Assmus ym. 1995, Mulyukin ym. 2009). Kapselipolysakkaridilla 
lienee osuutta myös kystamaisten solujen muodostumisessa, sillä kapselittomilla 
mutanttikannoilla kystanmuodostusta ei tapahtunut (Katupitiya ym. 1995a, Pereg-Gerk 
ym. 1998). A. brasilense -bakteerien on joskus havaittu muuttuvan kystamaisiksi myös 
kolonisaation yhteydessä, mutta tämän syytä ja merkitystä ei tunneta (Katupitiya ym. 
1995a, Pereg-Gerk ym. 1998, Zhu ym. 2002). 
 Geeni, joka yhdistää A. brasilense -bakteerin paakkuuntumisen liemiviljelmissä 
sekä kystanmuodostuksen on nimeltään flcA (Pereg-Gerk ym. 2000). Paakkuuntuminen 
ja kystanmuodostus näyttäisivät liittyvän bakteerin suojautumiseen epäsuotuisilta 
olosuhteilta ja aiheuttavan merkittäviä muutoksia bakteerin pintarakenteessa. Onkin 
vaikea arvioida, onko kystanmuodostuksella ja paakkuuntumisella varsinaista tehtävää 
bakteerin tarttumisessa juuriin, vai onko kyse vain siitä, että nämä pintarakenteen 
muutokset sattumalta vaikuttavat myös kolonisaatiokykyyn. Epätoivottavaksi 
kystanmuodostuksen tekee kuitenkin se, että lepotilaan mennessään 
A. brasilense -bakteeri menettää myös merkittävän osan typensidontatehostaan 
(Katupitiya ym. 1995a, Pereg-Gerk ym. 2000). 
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1.2.18 Typensitojabakteerien kyky parantaa kasvien typensaantia 
 
Typpeä on yleensä maaperässä liian vähän suhteessa kasvien tarpeeseen. 
Typensitojabakteerit kykenevät nifHDK-operonin koodaaman nitrogenaasi-
entsyymikompleksinsa avulla pelkistämään ilmakehän typpikaasua kasveille 
käyttökelpoiseksi ammoniumiksi (Egener ym. 2001). Nitrogenaasi on herkkä hapelle, 
joten se vaatii toimiakseen mikroaerobiset olosuhteet (Vande Broek ym. 1993). 
Myöskään typpiyhdisteitä ei saisi olla läsnä paljon, sillä ne estävät nitrogenaasin 
toimintaa (Yu ym. 1993, Van Nieuwenhove ym. 2001). Typensidonta kuluttaa runsaasti 
energiaa, minkä vuoksi bakteerin hiilensaannin tulee olla turvattu (Vande Broek ym. 
1993, Van Nieuwenhove ym. 2000). 
 Azoarcus sp. BH72-kannan liemiviljelmässä tapahtuu nanomolaarisissa 
happikonsentraatioissa hyperinduktioksi kutsuttu muutos, jossa soluhengitys lisääntyy 
ja syntynyt energia ohjataan typensidontaan (Hurek ym. 1994a). Hyperinduktiossa 
solulimaan muodostuu diatsosomeja eli kalvorakkulakerrostumia, joihin nitrogenaasin 
rautaproteiini kiinnittyy (Hurek ym. 1995). Diatsosomit mahdollistavat erittäin 
tehokkaan typensidonnan, luultavasti lisäämällä nitrogenaasille tulevaa elektronivirtaa. 
Hyperinduktiossa Azoarcus-solujen proteiinikoostumus muuttuu merkittävästi, mikä 
sekin viittaa erikoistuneeseen metaboliaan (Karg & Reinhold-Hurek 1996). 
Hyperinduktiota on havaittu myös Azoarcus sp. BH72 -kannan ja Acremonium 
alternatum -kotelosienen yhteisviljelmässä, jossa bakteerisolut olivat kiinnittyneinä 
sienirihmastoon, ja sienen soluhengitys aikaansai mikroaerobisen ympäristön (Hurek 
ym. 1995, Egener ym. 2001). Ilmiötä ei ilmeisesti kuitenkaan ole osoitettu kasvinjuurten 
kolonisaation yhteydessä. 
 Azoarcus spp. ja Azospirillum brasilense -kantojen aikaansaamaa nif-
geeniekspressiota on havaittu kasvien juurissa (Vande Broek ym. 1993, Arsène ym. 
1994, Hurek ym. 1997a, Egener ym. 1998, Egener ym. 1999, Hurek ym. 2002). Tämä 
osoittaa, että juuristo tarjoaa sopivat olosuhteet nitrogenaasin tuotannolle. Nitrogenaasin 
aktiivisuutta puolestaan voidaan mitata etyyninpelkistyskokeella (vanh. 
asetyleeninpelkistyskoe), jossa nitrogenaasi pelkistää etyyniä eteeniksi. Vaikka 
Azoarcus spp., Azorhizobium caulinodans ja Azospirillum brasilense -bakteerit 
pelkistävät etyyniä puhdasviljelmissä (Tarrand ym. 1978, Dreyfus ym. 1988, Reinhold-
Hurek ym. 1993b), tuloksista ei voida päätellä typensidonnan tehokkuutta juurissa (Han 
& New 1998, Kim ym. 2005). A. caulinodans ja A. brasilense -bakteereilla 
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etyyninpelkistystä on kuitenkin raportoitu myös kasvinjuurten kolonisaation yhteydessä 
(Ladha ym. 1989a, Vande Broek ym. 1993, Sabry ym. 1997, Han & New 1998, Van 
Nieuwenhove ym. 2000), mikä osoittaa, että olosuhteet juuristossa mahdollistavat 
nitrogenaasin toiminnan. Etyyninpelkistyksen teho juurissa ei kuitenkaan yltänyt 
nystyräsymbioosin tasolle – luultavasti koska nystyrät tarjoavat bakteerille 
suojaisamman ympäristön, jossa typensidonnan edellytykset täyttyvät paremmin. 
 Toinen tapa mitata typensidontaa on verrata typen isotooppien 
15
N ja 
14
N 
suhdetta kasvissa. Nitrogenaasi syrjii isotooppia 
15
N, jolloin sen osuus jää normaalia 
pienemmäksi niissä kasveissa, joissa typensidontaa on tapahtunut. Isotooppimäärityksen 
perusteella Azoarcus sp. BH72 -kannan on osoitettu sitovan merkittäviä määriä typpeä 
L. fusca -heinäkasvissa (Hurek ym. 2002) sekä pieniä määriä durrassa (Stein ym. 1997). 
L. fusca -kasvissa bakteerikanta oli kuitenkin muuttunut sellaiseen muotoon, ettei sitä 
kyetty eristämään viljelytekniikoin, vaan tunnistus tehtiin molekyylibiologisin 
menetelmin. Isotooppimenetelmillä määritettynä Azorhizobium caulinodans -kannan on 
puolestaan raportoitu kykenevän pienimuotoiseen typensidontaan riisissä (Van 
Nieuwenhove ym. 2001) ja Azospirillum brasilense -kannan merkittävään 
typensidontaan maississa (Garcia de Salamone ym. 1996). 
 Monissa edellä mainituista tutkimuksista typensidonnan teho ei kuitenkaan ole 
ollut merkittävä. Tämä voi johtua siitä, että kasvin juuret eivät pysty tarjoamaan 
riittävästi hiilenlähteitä typensidonnan vaatimaan tehokkaaseen energiantuottoon 
(Christiansen-Weniger & van Veen 1991, Vande Broek ym. 1993). Lisäksi vain 
muutamien bakteerikantojen typensidontatehoa on tutkittu aidossa peltoympäristössä. 
Voidaan olettaa, että jos typensidonnan teho jää kontrolloiduissa 
kasvihuoneolosuhteissakin matalaksi, on bakteerien toiminta vaihtelevissa pelto-
olosuhteissa varsin epävarmaa. Jotta typensidonnasta todella olisi hyötyä kasville, 
bakteerin tulisi luovuttaa sitomaansa typpeä kasvin käyttöön. Tästä ei kuitenkaan ole 
saatu riittävästi näyttöä. Monissa tutkimuksissa ei ole edes voitu varmuudella todistaa, 
että kasvien kasvun paraneminen johtuisi juuri typensidonnasta. Yhtenä syynä tähän on 
se, että vain harvoissa kokeissa on käytetty negatiivisena kontrollina typensidontaan 
kykenemätöntä bakteerikantaa. Joissakin Azoarcus sp. ja Azospirillum 
brasilense -bakteereilla tehdyissä siirrostuskokeissa on kuitenkin pystytty osoittamaan, 
ettei kasvien kasvun paraneminen johtunut typensidonnasta (Christiansen-Weniger & 
van Veen 1991, Hurek ym. 1994b). A. brasilense -bakteerin osalta on esitetty, että 
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kasvien kasvun paraneminen perustuisi pikemminkin juurten ravinteidenoton 
tehostamiseen kuin typensidontaan (Saubidet ym. 2002, Hungria ym. 2010). 
 
1.2.19 Typensidonnan tehostaminen paranystyröiden avulla 
 
Heinäkasvien typensidontaa on yritetty tehostaa tuottamalla niihin paranystyröitä. 
Paranystyrät ovat nystyrän kaltaisia rakenteita, joita saadaan aikaan käsittelemällä 
heinäkasveja siirrostuksen yhteydessä 2,4-dikloorifenoksietikkahapolla (2,4-D). 
Maissiin ja vehnään tuotetuissa paranystyröissä Azospirillum brasilense -solujen määrät 
olivat huomattavasti suurempia ja typensidonta tehokkaampaa kuin tavanomaisessa 
juurten pinnan kolonisaatiossa (Sriskandarajah ym. 1993, Yu ym. 1993, Katupitiya ym. 
1995a, Katupitiya ym. 1995b, Elanchezhian & Panwar 1997, Saikia ym. 2007). Tämän 
mahdollisti ilmeisesti se, että bakteerisolut kiinnittyivät säikeiden avulla paranystyrän 
sisällä oleviin kalvoihin ja toisiinsa, saaden suojaa liialliselta hapelta ja muilta 
ympäristörasitteilta. Hyviä tuloksia on saatu myös Azorhizobium 
caulinodans -bakteerilla siirrostetun vehnän paranystyröistä (Yu & Kennedy 1995). 
Riisillä sen sijaan A. caulinodans -bakteeri ei ilmeisesti onnistunut kolonisoimaan 
paranystyrän sisimpiä kerroksia, jolloin typensidontakin jäi heikoksi (Christiansen-
Weniger 1996). 
 On esitetty, että paranystyröiden typensidontaa voitaisiin parantaa käyttämällä 
mutanttibakteerikantoja, jotka sitovat typpeä tavallista tehokkaammin ja erittävät 
soluistaan ammoniumia (Christiansen-Weniger & Vanderleyden 1994). Normaalisti 
ammoniumin eritys heikentäisi bakteerin kilpailuasemaa juuristossa, mutta paranystyrän 
sisällä bakteeri olisi suojassa kilpailijoilta ja voisi luovuttaa ammoniumin suoraan 
isäntäkasvilleen. Paranystyröihin perustuvien menetelmien suurin ongelma lienee 
kuitenkin se, että kasvien 2,4-D-käsittelyyn liittyvät työvaiheet soveltuvat huonosti 
laajamittaiseen peltoviljelyyn. 
 
1.2.20 Bakteerien kyky edistää kasvien kasvua tuottamalla kasvihormoneja 
 
Azospirillum brasilense -bakteerin kasvien kasvua edistävien ominaisuuksien ajatellaan 
nykyisin johtuvan pääasiassa bakteerin kyvystä tuottaa kasvihormoneja. Hormoneista 
tunnetuimpia ovat auksiinit, gibberelliinit ja eteeni. Azoarcus spp. ja Azorhizobium 
caulinodans -bakteerien kasvihormonien tuottoa ei sen sijaan ole juuri tutkittu. 
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Indoli-3-etikkahappo (IAA) on auksiini, joka vähentää juurten pituuskasvua, 
mutta toisaalta lisää juurikarvojen määrää ja pituutta, jolloin juurten pinta-ala kasvaa 
(Dobbelaere ym. 1999, Ribaudo ym. 2006, Spaepen ym. 2008). Lukuisissa 
tutkimuksissa on raportoitu A. brasilense -bakteerin tuottavan IAA:ta kasvualustaansa 
(Dobbelaere ym. 1999, Ona ym. 2005, Pedraza ym. 2007, Perrig ym. 2007, Cassán ym. 
2009b, Esquivel-Cote ym. 2010, Ilyas & Bano 2010), mutta vain yhdessä tutkimuksessa 
A. brasilense -siirrostuksen on osoitettu lisänneen itse kasvin IAA-pitoisuutta (Ribaudo 
ym. 2006). A. brasilense -bakteerilla on kolme IAA:n tuotantoreittiä, joista kahdessa 
lähtöaineena toimii tryptofaani (Prinsen ym. 1993). IAA:n tuotannon voivat käynnistää 
ravinteiden ja hapen vähyys (Ona ym. 2005) sekä juurieritteet (Rothballer ym. 2005). 
Myös IAA:n tuottomäärät vaihtelevat olosuhteiden, kuten lämpötilan ja 
ravinnetasapainon mukaan (Malhotra & Srivastava 2009). Koska eri 
A. brasilense -kannat tuottavat IAA:ta hyvin eri määriä, myös niiden kyky parantaa 
kasvien kasvua vaihtelee (Rothballer ym. 2005). Joissakin tutkimuksissa runsaan IAA:n 
tuoton on raportoitu johtaneen erityisen tehokkaaseen kasvun paranemiseen (Malhotra 
& Srivastava 2006, Spaepen ym. 2008), kun taas yhdessä tutkimuksessa ylisuuri IAA-
pitoisuus ei tuonut lisäetua kasville (Basaglia ym. 2003). IAA:n lisäksi 
A. brasilense -bakteerin on raportoitu tuottavan auksiinina toimivaa indoli-3-
butyyrihappoa (Martínez-Morales ym. 2003) sekä auksiinin kaltaista 
fenyylietikkahappoa (Somers ym. 2005). 
 Toinen kasvihormoni, jota A. brasilense tuottaa kasvualustaansa, on eteeni 
(Perrig ym. 2007). Eteenillä on kasveissa lukuisia tehtäviä ja se voi vaikuttaa joko 
kasvua edistävästi tai haittaavasti. Tomaatilla A. brasilense -siirrostus lisäsi verson 
eteenipitoisuutta, ja eteenillä havaittiin olevan tärkeä tehtävä juurikarvojen 
muodostumisessa (Ribaudo ym. 2006). Liian suurella eteenipitoisuudella on kuitenkin 
kasveissa haitallisia vaikutuksia, kuten juurten pituuskasvun heikkeneminen sekä kasvin 
stressireaktioiden käynnistyminen. Stressiolosuhteissa kasvit voivatkin hyötyä joidenkin 
bakteerien kyvystä tuottaa ACC-deaminaasia, joka vähentää kasvin eteenintuotantoa 
pilkkomalla eteenin esiastetta, 1-aminosyklopropaani-1-karboksyylihappoa (ACC). 
Azospirillum brasilense -kannoilta ACC-deaminaasiaktiivisuutta ei ole löydetty (Blaha 
ym. 2006, Esquivel-Cote ym. 2010). Azorhizobium caulinodans -bakteerilta puolestaan 
kokogenomisekvenssin perusteella löytyy ACC-deaminaasigeenejä (Lee ym. 2008), 
mutta niiden ilmentymistä ei ole tarkemmin tutkittu. 
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 Gibberelliinit ovat kasvihormoneja, jotka edistävät kasvien pituuskasvua. 
A. brasilense tuottaa gibberelliinejä kasvualustaansa (Perrig ym. 2007, Cassán ym. 
2009b, Esquivel-Cote ym. 2010, Ilyas & Bano 2010) sekä pystyy muokkaamaan 
gibberelliinin esiasteita kasvissa aktiiviseen muotoon (Cassán ym. 2001). Sytokiniinit 
puolestaan ovat kasvihormoneja, jotka lisäävät kasvisolujen jakautumista, estävät 
juurten pituuskasvua ja tehostavat juurikarvojen muodostusta. Joidenkin 
A. brasilense -kantojen on raportoitu tuottavan kasvualustaansa sytokiniineja, kuten 
zeatiinia (Perrig ym. 2007, Cassán ym. 2009b, Ilyas & Bano 2010), mutta kaikki kannat 
eivät niin tee (Esquivel-Cote ym. 2010). Gibberelliinien ja sytokiniinien osuutta 
A. brasilense -bakteerin aikaansaamassa kasvien kasvun tehostamisessa ei tunneta kovin 
hyvin. Yhden tutkimuksen mukaan gibberelliinit ja sytokiniinit jopa haittasivat 
sivujuurten kehitystä ja vähensivät etyyninpelkistystä kasvissa (Sriskandarajah ym. 
1993). 
 Abskisiinihappo (ABA) on kasvihormoni, joka osallistuu erityisesti kasvin 
stressireaktioihin.  Monet A. brasilense -kannat tuottavat ABA:a kasvualustaansa, ja 
yhdisteen tuotanto kiihtyy stressiolosuhteissa (Perrig ym. 2007, Cohen ym. 2008, Ilyas 
& Bano 2010). Kasvit reagoivat ABA:an eri tavoin riippuen kasvilajista, kasvin iästä ja 
ympäristöolosuhteista. Arabidopsis thaliana -kasvissa A. brasilense -siirrostus sai ABA-
pitoisuuden kaksikertaistumaan, minkä ajateltiin mahdollisesti parantavan kasvin 
suolansietoa (Cohen ym. 2008). Vehnällä puolestaan runsaasti ABA:a tuottava 
A. brasilense -kanta lisäsi kasvin kuivuudensietoa (Ilyas & Bano 2010). Riisillä sen 
sijaan A. brasilense -siirrostus pienensi kasvin ABA-pitoisuutta, mikä lievitti kasvin 
osmoottista stressiä (Cassán ym. 2009a). 
 Monien A. brasilense -kantojen on raportoitu tuottavan kasvualustaansa myös 
polyamiineja, kuten putreskiinia, spermidiinia, spermiinia ja kadaveriinia, joilla saattaa 
olla kasvien kasvua parantavia ominaisuuksia (Perrig ym. 2007, Cassán ym. 2009a, 
Zawoznik ym. 2011). A. brasilense -siirrostus lisäsi riisin kadaveriinipitoisuutta, mikä 
tehosti juurten kasvua (Cassán ym. 2009a). Ohrassa sen sijaan putreskiinin pitoisuus 
laski siirrostuksen myötä, mikä lievitti suolan kasville aiheuttamaa stressiä (Zawoznik 
ym. 2011). Lisäksi tiedetään, että A. brasilense -siirrostus voi saada kasvin tuottamaan 
muita sekundäärisiä metaboliitteja, jotka vaikuttavat kasvin hormonitasapainoon ja 
kehitykseen (Walker ym. 2011). Hyvä esimerkki tällaisesta on A. brasilense -bakteerin 
denitrifikaatiossa syntyvä typpioksidi, jolla on kasvin sivujuurten määrää lisäävä 
vaikutus (Creus ym. 2005, Pothier ym. 2007, Molina-Favero ym. 2008). 
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 Kasvihormonit siis selittänevät ainakin osan Azorhizobium caulinodans ja 
Azospirillum brasilense -bakteereilla siirrostetuissa kasveissa havaituista juurten 
pituuskasvun muutoksista sekä sivujuurten ja juurikarvojen lisääntymisestä. Joissakin 
tutkimuksissa on tosin esitetty, että A. brasilense -siirrostuksen aikaansaamat 
juurimuutokset johtuisivatkin bakteerin tuottamasta kapselipolysakkaridista 
(Egorenkova ym. 2000) tai siitä, että siirrostus lisää protonien ulospumppausta juurista 
(Amooaghaie ym. 2002). Joka tapauksessa suurempi juuripinta-ala parantaa kasvin 
ravinteidenottoa ja sitä kautta koko kasvin kasvua. Kasvihormonien todellisia 
vaikutuksia kasvien kasvuun on vaikea arvioida, sillä yhdisteiden täsmällisiä 
vaikutusmekanismeja tai pitoisuuksien suhdetta vaikutuksiin ei tunneta. Vaikka bakteeri 
tuottaisi yhdistettä kasvualustaansa, sama ei välttämättä toteudu kasvissa. Jos taas 
hormonipitoisuuksia määritetään bakteereilla siirrostetuista kasveista, on vaikea erottaa, 
onko yhdiste todella bakteerin tuottamaa, vai onko siirrostus vain tehostanut kasvin 
omaa hormonituotantoa. Todellisuudessa eri kasvihormonit toimivat vieläpä 
vuorovaikutuksessa toistensa kanssa, jolloin niiden toiminnan ymmärtäminen 
entisestään monimutkaistuu. 
 
1.2.21 Sideroforeja tuottavien bakteerien kyky parantaa kasvien raudansaantia 
 
Rauta on kasveille tärkeä hivenaine, mutta esiintyy maaperässä yleensä vaikealiukoisina 
yhdisteinä. Bakteerit voivat helpottaa kasvien raudansaantia tuottamalla sideroforeja eli 
yhdisteitä, jotka vangitsevat maaperän rautaa kelaateiksi. Kelaateissa rauta on kasvien 
saatavissa, kun taas monet kilpailevat mikrobit eivät voi sitä käyttää. Joiltakin 
Azospirillum brasilense -kannoilta on osoitettu sideroforien tuottoa (Bachhawat & 
Ghosh 1987, Pedraza ym. 2007, Tortora ym. 2011), kun taas toisilta kannoilta 
ominaisuutta ei ole löydetty (Perrig ym. 2007). Azorhizobium caulinodans -bakteerin 
kokogenomisekvenssistä on puolestaan löydetty entero- ja aerobaktiini -nimisten 
sideroforien geenit (Lee ym. 2008), mutta yhdisteiden tuottoa ei ole tarkemmin tutkittu. 
Myöskään Azoarcus-bakteerien kyvystä tuottaa sideroforeja ei löydy tutkimustietoa. 
 
1.2.22 Fosfaattia liukoistavien bakteerien kyky parantaa kasvien fosforinsaantia 
 
Fosfori esiintyy usein maaperässä liukenemattomassa muodossa, jolloin se ei ole 
kasvien saatavissa. Fosfaattia liukoistavat bakteerit erittävät maaperään orgaanisia 
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happoja, joiden avulla ne voivat parantaa fosfaatin liukoisuutta ja edistää kasvien 
fosforin saantia. Useimmilta Azospirillum brasilense -kannoilta ei ole löydetty 
fosfaatinliukoistuskykyä (Carrillo ym. 2002, El-Komy 2005, Öğüt ym. 2005, Hafeez 
ym. 2006, Mehnaz & Lazarovits 2006, Perrig ym. 2007), mutta kahden kannan on 
osoitettu liukoistavan fosfaattia kasvualustan glukoosista tuottamansa glukonihapon 
avulla (Rodriguez ym. 2004). Myös fosfaatin lähteellä on merkitystä, sillä vaikka 
A. brasilense ei kyennyt liukoistamaan fosfaattia kalkkikivestä tai marmorista, se 
kykeni siihen laavakivestä (Puente ym. 2004). Yhdessä tutkimuksessa 
A. brasilense -siirrostuksen on puolestaan osoitettu lisänneen fosfataasiaktiivisuutta itse 
kasvissa (Ratti ym. 2001). Luultavasti A. brasilense -lajin fosfaatinliukoistuskyky siis 
riippuu sekä bakteerikannasta että olosuhteista. Azoarcus- ja Azorhizobium-bakteerien 
fosfaatinliukoistuskykyä ei sen sijaan ole tutkittu. 
 
1.2.23 Bakteerien kyky edistää kasvien kasvua suolaisessa tai saastuneessa maassa 
 
Viljelysmaiden suolaantuminen on maailmanlaajuisesti suuri ongelma, joka heikentää 
siementen itävyyttä ja haittaa kasvien kasvua. Azospirillum brasilense -kantojen on 
havaittu vähentävän suolaisen maan kasveille aiheuttamia haittoja (Barassi ym. 2006, 
Nabti ym. 2007, Cohen ym. 2008, Nabti ym. 2010, Zawoznik ym. 2011). Suolainen 
ympäristö tosin vaikeuttaa bakteerikolonisaatiota, mutta ongelmaa voidaan helpottaa 
käyttämällä suolaa sietäviä tai juurten sisäosia kolonisoivia bakteerikantoja (Jofré ym. 
1998, Fischer ym. 2000, Nabti ym. 2010). 
 Toinen yleinen kasvien kasvua haittaava ongelma on maaperän saastuminen 
esimerkiksi raskasmetalleilla tai öljyllä. A. brasilense -bakteerin on osoitettu kykenevän 
kolonisaatioon, parantavan siementen itävyyttä sekä edistävän kasvien kasvua 
kompostilla parannetussa happamassa metallipitoisessa kaivosmaassa (de-Bashan ym. 
2010). Bakteerin kyky tuottaa IAA:ta kuitenkin heikkenee raskasmetallien 
vaikutuksesta (Kamnev ym. 2005). Öljyllä saastuneissa olosuhteissa A. brasilense 
kykeni niin ikään kolonisoimaan vehnän juuria, parantamaan kasvin kasvua sekä jopa 
hajottamaan öljyä malaatin läsnä ollessa (Muratova ym. 2005). Myös 
A. caulinodans -bakteeri sietää hyvin raskasmetalleja, joten silläkin voi olla edellytyksiä 
helpottaa saastuneiden maiden kunnostusta ja viljelyä (Zhengwei ym. 2005, Lee ym. 
2008). 
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1.2.24 Mikrobien välinen vuorovaikutus kasveissa 
 
Azoarcus-, Azorhizobium- ja Azospirillum-kantoja voi luonnostaankin esiintyä kasveissa 
samanaikaisesti (Engelhard ym. 2000). Niiden keskinäistä vuorovaikutusta tai sen 
seurauksia kasveille ei kuitenkaan ole juuri tutkittu. Kyseisten bakteerilajien 
vuorovaikutuksesta monien muiden mikrobien kanssa tiedetään sen sijaan enemmän. 
Azospirillum brasilense -bakteerin kasvien kasvua edistävien ominaisuuksien on 
raportoitu tehostuneen yhteissiirrostuksessa Pseudomonas-sukuisten bakteerien, 
syanobakteerien sekä mykorritsasienten kanssa (Chinnusamy ym. 2006, Combes-
Meynet ym. 2011). Yhteissiirrostuksena ritsobien kanssa A. brasilense puolestaan 
tehostaa nystyränmuodostusta palkokasveihin (Cassán ym. 2009b). Azorhizobium 
caulinodans -bakteerin tiedetään niin ikään toimivan hyvin mykorritsojen kanssa ja jopa 
tehostavan kasvien mykorritsakolonisaatiota (Rahman & Parsons 1997). Mikrobien 
väliset vuorovaikutussuhteet ovat kuitenkin niin monimutkaisia, ettei siirrostuskokeiden 
lopputulos aina ole odotusten mukainen. Yhdessä tutkimuksessa useiden eri 
Azospirillum-kantojen samanaikainen käyttö siirrostuksessa ei tuonut kasveille lisäetua 
verrattuna yksittäin siirrostamiseen (Han & New 1998). Samoin kävi myös kahden 
A. brasilense -kannan ja Pseudomonas fluorescens -kannan yhteissiirrostuksessa 
(Naiman ym. 2009). Eräässä tutkimuksessa puolestaan A. brasilense -siirrostus syrjäytti 
riisistä luontaisen kasvua edistävän endofyytin, jolloin kasvien kasvu peräti huononi 
(Bacilio-Jiménez ym. 2001). 
 Siirrostetut bakteerit joutuvat vuorovaikutukseen myös ympäristön luontaisen 
mikrobiston kanssa, millä voi olla vaikeasti ennakoitavia vaikutuksia kasvien kasvuun. 
Maissilla ja durralla A. brasilense -siirrostus ei vaikuttanut juuriston luontaiseen 
bakteeriyhteisöön, vaan suurempi vaikutus oli kasvien iällä (Basaglia ym. 2003, 
Herschkovitz ym. 2005). Myöskään vehnällä A. brasilense -siirrostus ei vaikuttanut 
juurten bakteeristoon, mutta sienipopulaatio sen sijaan muuttui (Naiman ym. 2009). 
Kirsikkatomaatilla puolestaan A. brasilense -siirrostus muutti 
kokonaisbakteeripopulaatiota niin versojen kuin juurtenkin pinnoilla (Correa ym. 2007). 
 Yksi mahdollinen kasvien kasvua edistävä ominaisuus on myös bakteerien kyky 
estää kasvipatogeenisten mikrobien kasvua.  Tämä voi perustua kilpailuun elintilasta, 
antimikrobisten yhdisteiden tuottoon tai kasvin puolustusmekanismien aktivoimiseen. 
A. brasilense -kantojen on raportoitu tuottaneen kasvualustaansa antimikrobista 
fenyylietikkahappoa (Somers ym. 2005) sekä antimikrobisia sideroforeja (Tortora ym. 
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2011). Kasveissa A. brasilense -bakteerin on havaittu laukaisseen antimikrobisten 
fytoaleksiinien tuoton (Bashan 1998). Azospirillum sp. B510 -kannan on puolestaan 
osoitettu rajoittaneen sieni- ja bakteeritautien leviämistä riisissä, luultavasti aktivoimalla 
kasvin synnynnäistä immuunipuolustusta (Yasuda ym. 2009). 
 
1.2.25 Bakteerien kyky edistää kasvien kasvua on monimutkainen kokonaisuus 
 
Tässä kirjallisuuskatsauksessa esitetyistä tiedoista voidaan päätellä, että bakteerien 
kykyyn edistää kasvien kasvua vaikuttavat lukuisat eri tekijät. Samaankin lajiin 
kuuluvien eri bakteerikantojen ominaisuudet voivat poiketa toisistaan merkittävästi, ja 
pienetkin muutokset olosuhteissa tai menetelmissä voivat muuttaa tuloksia oleellisesti. 
Vaikka bakteeripuhdasviljelmältä löydettäisiinkin laboratorio-olosuhteissa jokin 
potentiaalinen kasvien kasvua edistävä ominaisuus, vaikutus ei välttämättä toteudu itse 
kasvissa, etenkään epävakaissa pelto-olosuhteissa. Lisäksi kasvien kasvua edistävillä 
bakteereilla ja niiden ominaisuuksilla voi olla ennalta arvaamattomia, joko positiivisia 
tai negatiivisia yhteisvaikutuksia. 
 
1.3 Tutkimuksen tavoitteet 
 
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli testata erilaisia menetelmiä, joita voitaisiin käyttää 
kasvien kasvua edistävien kaupallisten mikrobivalmisteiden laadunvalvonnassa. Työssä 
käytettiin esimerkkituotteena TwinN-nimistä kaupallista bakteerivalmistetta. 
Tutkimuksessa etsittiin vastauksia seuraaviin kysymyksiin: 
1) Sisältääkö tuote valmistajan ilmoittamat mikrobikannat? Ovatko näiden 
mikrobikantojen määrät sellaisella tasolla, joka mahdollistaa luvatut myönteiset 
vaikutukset kasveissa? 
2) Onko tuote kontaminoitunut muilla mikrobeilla? Onko joukossa ihmisille tai 
kasveille patogeenisia mikrobeja? 
3) Onko tuotteen mikrobikannoilla tiettyjä kasvien kasvun paranemiseen 
yhdistettyjä fysiologisia ominaisuuksia? 
4) Parantaako tuote kasvien kasvua valmistajan lupausten mukaisesti? 
5) Soveltuisivatko tässä työssä käytetyt menetelmät kasvien kasvua edistävien 
kaupallisten mikrobivalmisteiden laadunvalvontaan? 
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2 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
2.1 Tutkittava tuote 
 
TwinN-valmisteen (erä 2062, Mapleton Agri Biotec, Queensland, Australia) vaikuttava 
aine on kylmäkuivattu bakteerijauhe, joka valmistajan ilmoituksen perusteella sisältää 
Azorhizobium-, Azospirillum- ja Azoarcus-sukuisia kasvien kasvua edistäviä bakteereja. 
Bakteerijauhe on pakattu 4 g ampulliin, joka riittää 5 ha peltoalan kertakäsittelyyn. 
Valmistajan ilmoituksen perusteella yhdessä ampullissa on bakteereja noin 10
11
 pmy. 
Valmisteen mukana toimitetaan myös elatusainejauhe, joka sekoitetaan desilitraan 
klooraamatonta vettä. Näin saatuun elatusliemeen sekoitetaan kylmäkuivattu 
bakteerijauhe, ja seosta inkuboidaan neljä tuntia huoneenlämmössä. Tämän jälkeen seos 
voidaan ruiskuttaa kasvustoon suureen vesimäärään sekoitettuna. Käsittelyn 
onnistumiseksi ruiskutus tulisi suorittaa kosteissa sääolosuhteissa, ja bakteerisuspension 
tulisi ehtiä imeytyä kasvien pintaan vähintään neljän tunnin ajan. Yksi TwinN-
tuotepaketti riittää viiden hehtaarin peltoalan kertaruiskutukseen. 
Valmistajan tiedotteen mukaan TwinN-tuotteen sisältämät bakteerit sitovat 
typpeä kasvin käyttöön, lisäävät juuriston pinta-alaa tuottamansa indoli-3-etikkahapon 
ansiosta sekä liukoistavat maaperän trikalsiumfosfaattia, jolloin kasvin kalsiumin ja 
fosforin saanti paranee. 
 
2.2 Verrokkibakteerikannat 
 
Kaksi kokeissa verrokkikantoina käytetyistä bakteerikannoista löytyy Helsingin 
yliopiston Elintarvike- ja ympäristötieteiden laitoksen HAMBI-kantakokoelmasta: 
Azorhizobium caulinodans ORS 571 (HAMBI 216) ja Azospirillum brasilense 
LMG 4376 (HAMBI 3172). Muut verrokkikantoina käytetyt bakteerikannat, 
Pseudomonas extremorientalis TSAU20 (Egamberdieva & Kucharova 2009), 
Pseudomonas trivialis 3Re2-7 (Berg ym. 2005, Egamberdieva ym. 2010) ja 
Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 (Klingenberg 2011) olivat peräisin 
Kristina Lindströmin tutkimusryhmässä aiemmin tehdyistä tutkimuksista, joissa niiltä 
oli löydetty kasvien kasvua edistäviä ominaisuuksia. Kaikkia edellä mainittuja 
bakteerikantoja kasvatettiin TGY-maljoilla 28 °C:ssa. 
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2.3 Raaka-aineet ja reagenssit 
 
Kokeissa käytettiin seuraavia raaka-aineita ja reagensseja: CaHPO4 (Acros Organics, 
Belgia). Etax A 94 paino-% etanoli (Altia, Suomi). Bacto-agar, Bacto-hiivauute ja 
Bacto-kasaminohapot (BD, New Jersey, Yhdysvallat). GellyPhor LE -agaroosi 
(EuroClone, Italia). BsuRI- ja MspI-restriktioendonukleaasit sekä 
GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Fermentas, Saksa). Phusion High-Fidelity 
DNA Polymerase, Phusion HF 5× Reaction Buffer ja dNTP Mix (Finnzymes, Suomi). 
Ksylaani (kaurasta), natriumsukkinaatti · 6H2O, pyridoksiinihydrokloridi, riboflaviini, 
Tween 80 -polysorbaatti ja väkevä etikkahappo (Fluka, Sveitsi). 
Victoria Blue B -väriaine (Gurr/Searle Diagnostic, Yhdistynyt kuningaskunta). 
Lihauute, rasvaton maitojauhe ja tryptoni (LabM, Yhdistynyt kuningaskunta). CaCl2, 
CuSO4 · 5H2O, 85 % H3PO4, K2HPO4 · 3H2O, kongopuna, MgSO4 · 7H2O, 
MnSO4 · H2O, myo-inositoli, (NH4)2SO4, Ringer-tabletit ja Titriplex III -EDTA (Merck, 
Saksa). Tris(hydroksimetyyli)aminometaani (= TRIS-emäs) (MP Biomedicals, Ranska). 
Lambda DNA, pGEM DNA Markers ja Blue/Orange 6× Loading Dye (Promega, 
Wisconsin, Yhdysvallat). 37 % HCl, 70 % HClO4, KCl, KH2PO4, KOH, MnCl2 · 4H2O, 
Na2MoO4 · 2H2O, NaCl, NaOH, ZnCl2 ja ZnSO4 · 7H2O (Riedel-de Haën, Saksa). 
1-aminosyklopropaani-1-karboksyylihappo (= ACC), bentsokaiini, bromifenolisinisen 
Na-suola, Ca3(PO4)2, Chrome Azurol S (= CAS), D-biotiini, D-glukoosi, 
D-pantoteenihapon hemikalsiumsuola, EDTA:n Fe(III)-Na-suola, etidiumbromidi, 
Fe(III)-sitraatti, FeCl3 · 6H2O, FeSO4 · 7H2O, glyseroli, H3BO3, 
heksadekyylitrimetyyliammoniumbromidi (= CTAB), 98 % indoli-3-etikkahappo 
(= IAA), karboksimetyyliselluloosan (= CMC) Na-suola, L-tryptofaani, 10 % NaOCl, 
NH4Cl, nikotiinihappo, pektiini (sitrushedelmistä), piperatsiini-N,N'-
bis(2-etaanisulfonihappo) (= PIPES) ja tiamiinihydrokloridi (Sigma-Aldrich, Missouri, 
Yhdysvallat). PCR-reaktioissa käytetyt alukkeet (TAG Copenhagen, Tanska). 
Puradisc 30 -ruiskusuodatin, selluloosa-asetaatti, huokoskoko 0,2 µm, nesteiden 
steriilisuodatukseen (Whatman, Saksa). Molekyylibiologisissa töissä käytettiin 
ultrasuodatettua BioPak-vettä ja muissa töissä analyysilaatuista Elix-vettä (Millipore, 
Massachusetts, Yhdysvallat). 
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2.4 Kasvien siemenet 
 
Kirsikkatomaatin (Solanum lycopersicum) 'Gardener's delight', retiisin (Raphanus 
sativus var. sativus) 'French breakfast' ja sinappikaalin eli rucolan (Eruca vesicaria 
subsp. sativa) siemenet ostettiin Helle Oy:stä (Suomi). Vuohenherneen (Galega 
orientalis) siemenet ostettiin Naturcom Oy:stä (Suomi). Kiinankaalin (Brassica rapa 
subsp. pekinensis) 'Morillo storido' siemenet lahjoitti S. G. Nieminen Oy (Suomi). 
Palikkamailasen (Medicago truncatula) siemenet lahjoitti INRA Montpellier (Ranska).  
Kevätvehnän (Triticum aestivum) 'Amaretto' ja idänkattaran (Bromus inermis) siemenet 
lahjoitti dosentti Frederick Stoddard (Maataloustieteiden laitos, Helsingin yliopisto). 
Lituruohon (Arabidopsis thaliana) Col-0-villityypin siemenet lahjoitti professori Ykä 
Helariutta (Kasvimolekyylibiologian laboratorio, Biotekniikan instituutti, Helsingin 
yliopisto). Avomaankurkun (Cucumis sativus) 'Profi' F1 (Helle Oy, Suomi) siemenet 
lahjoitti dosentti Mauritz Vestberg (Kasvintuotannon tutkimus, Maa- ja 
elintarviketalouden tutkimuskeskus). 
 
2.5 Kasvualustat ja puskurit 
 
TGY-alustan (Atlas 2010) ainesosat olivat tryptoni 5 g, hiivauute 5 g, K2HPO4 · 3H2O 
1,310 g, D-glukoosi 1 g, vesi 1000 ml sekä maljoja valmistettaessa agar 20 g. Alusta 
steriloitiin autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia. 
 TYS-alusta valmistettiin kuten TGY-alusta, mutta D-glukoosi korvattiin 
2,249 g:lla natriumsukkinaatti · 6H2O:ta. Hiilenlähteeksi valittiin natriumsukkinaatti, 
koska kirjallisuustietojen perusteella sen pitäisi soveltua kaikille työssä käytetyille 
bakteerilajeille (Stanier ym. 1966, Tarrand ym. 1978, Dreyfus ym. 1988, Reinhold-
Hurek ym. 1993b, Ivanova ym. 2002, Behrendt ym. 2003). Käytetty natriumsukkinaatin 
määrä vastasi hiilen määrää grammassa D-glukoosia. 
 SMV+EtOH-alustan (Reinhold ym. 1986) ainesosat olivat KH2PO4 0,6 g, 
K2HPO4 · 3H2O 0,524 g, NH4Cl 0,5 g, MgSO4 · 7H2O 0,2 g, NaCl 0,1 g, EDTA:n 
Fe(III)-Na-suola 0,066 g, CaCl2 0,02 g, MnSO4 · H2O 0,01 g, Na2MoO4 · 2H2O 0,002 g, 
vesi 1000 ml sekä agar puolijähmeään alustaan 0,2 g tai maljoihin 20 g. Alusta 
steriloitiin autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia, minkä jälkeen siihen lisättiin 
steriilisuodatettua vitamiiniliuosta 10 ml ja steriilisuodatettua etanolia 6 ml. 
Vitamiiniliuoksen ainesosat olivat D-biotiini 200 mg, myo-inositoli 200 mg, 
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D-pantoteenihapon hemikalsiumsuola 40 mg, nikotiinihappo 40 mg, 
pyridoksiinihydrokloridi 40 mg, bentsokaiini (p-aminobentsoehapon sijaan) 24 mg, 
riboflaviini 20 mg, tiamiinihydrokloridi 4 mg ja vesi 1000 ml. 
 Tween-laimennuspuskurin ainesosat olivat KH2PO4 4,62 g, K2HPO4 · 3H2O 
3,67 g, Tween 80 -polysorbaatti 1 ml ja vesi 1000 ml. Liuos steriloitiin autoklavoimalla 
121 °C:ssa 15 minuuttia. 
 Kasvikokeissa kasvien kasteluun käytettiin steriiliä typetöntä ¼-vahvuista 
Jensen-liuosta (Vincent 1970), joka typpeä lukuun ottamatta sisältää kaikki kasvien 
tarvitsemat ravinteet. 5× Jensen-liuoksen ainesosat olivat FeCl3 · 6H2O 0,17 g 
(liuotetaan ensimmäisenä kuumaan veteen), CaHPO4 1 g, K2HPO4 · 3H2O 0,26 g, 
MgSO4 · 7H2O 0,2 g, NaCl 0,2 g, Gibsonin hivenaineliuos 1 ml ja vesi 1000 ml. Jensen-
liuos steriloitiin autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia. Käyttöä varten Jensen-liuos 
laimennettiin steriilillä vedellä ¼-vahvuuteen. 
 Gibsonin hivenaineliuoksen ainesosat olivat H3BO3 0,2815 g, MnCl2 · 4H2O 
0,1801 g, ZnCl2 0,0143 g, Na2MoO4 · 2H2O 0,0107 g, CuSO4 · 5H2O 0,0079 g ja vesi 
100 ml. 
 50× TAE-elektroforeesipuskuri (Sambrook & Russell 2001) valmistettiin 
seuraavasti: 242 g TRIS-emästä liuotettiin pieneen määrään vettä. Liuokseen lisättiin 
57,1 ml väkevää etikkahappoa ja 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Liuoksen 
lopputilavuudeksi säädettiin 1000 ml lisäämällä siihen vettä. Käyttöä varten liuos 
laimennettiin vedellä 1× vahvuuteen. 
 
2.6 DNA:n eristäminen TwinN-tuotteesta 
 
TwinN-tuotteesta eristettiin DNA:ta PowerSoil DNA Isolation Kit -menetelmällä 
(MO BIO Laboratories, Kalifornia, Yhdysvallat), käyttäen näytteenä 0,1 g 
kylmäkuivattua TwinN-bakteerijauhetta. Työvaiheet tehtiin muuten PowerSoil-
menetelmän käyttöohjeen mukaisesti, mutta homogenointiin käytettiin vorteksoinnin 
sijaan FastPrep-24-laitetta (MP Biomedicals, Ranska) nopeudella 4 m/s, 15 sekunnin 
ajan. Eristetty DNA säilytettiin −20 °C:ssa. 
 DNA-saanto tarkistettiin agaroosigeelielektroforeesilla, johon valmistettiin geeli 
lisäämällä 1× TAE-eletroforeesipuskuriin agaroosia 1 % ja etidiumbromidia 0,2 µg/ml. 
Kuhunkin geelissä olevaan kaivoon pipetoitiin 5 μl DNA-eristystuotetta, johon oli 
sekoitettu Blue/Orange 6× Loading Dye -latauspuskuri käyttöohjeen mukaisesti. DNA-
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määrästandardeina käytettiin 25 ng, 50 ng ja 251 ng Lambda DNA. Elektroforeesia 
ajettiin noin tunti jännitteellä 120 V ja virralla ≤ 400 mA. Geeli kuvattiin UV-valossa 
Molecular Imager Gel Doc XR+ System -laitteistolla (Bio-Rad Laboratories, Kalifornia, 
Yhdysvallat), ohjelmalla Quantity One 1-D Analysis Software 4.6.7. Täsmällisemmin 
DNA-saanto määritettiin NanoDrop ND-1000 -spektrofotometrillä 
(NanoDrop Products, Delaware, Yhdysvallat) käyttöohjeen mukaisesti, käyttäen kolmea 
rinnakkaista mittausta kustakin näytteestä. 
 
2.7 Bakteeri- ja sienilajien määrittäminen TwinN-tuotteesta Amplicon-sekvensoinnilla 
 
Kylmäkuivatusta TwinN-bakteerijauheesta eristetystä kokonais-DNA:sta määritettiin 
tuotteen sisältämät bakteerilajit sekä niiden määräsuhteet Amplicon-sekvensoinnin 
avulla. Samoin määritettiin tuotteen mahdollinen kontaminoituminen sienillä. 
Amplicon-sekvensoinnin periaate on kuvattu artikkelissa (Margulies ym. 2005). Työ 
suoritettiin Helsingin yliopiston Biotekniikan instituutin DNA-
sekvensointilaboratoriossa, kuten on kuvattu artikkelissa (Koskinen ym. 2011). 
Amplicon-sekvensoinnin vaiheet olivat pääpiirteissään seuraavat: TwinN-
kokonais-DNA:ta käytettiin templaattina PCR-reaktiossa, jossa monistettiin bakteereita 
määritettäessä 16S rRNA -geenin alkuosaa ja sieniä määritettäessä 18S rRNA -geenin ja 
28S rRNA -geenin välistä ITS-aluetta. Työssä käytettiin fuusioalukkeita, jotka 
koostuivat templaatti-spesifisestä sekvenssistä sekä overhang-alueesta. Templaatti-
spesifisenä sekvenssinä toimivat bakteereita määritettäessä alukkeet 
pA (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') ja 
pD' (5'-GTA TTA CCG CGG CTG CTG-3') (Edwards ym. 1989) ja sieniä 
määritettäessä alukkeet ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3') ja 
ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') (Leaw ym. 2006). Overhang-alue 
puolestaan koostui A- tai B-adapterisekvenssistä, sekvensointireaktion alussa 
tunnistettavasta avainsekvenssistä sekä näytekohtaisesta tunnistesekvenssistä. 
Adapterisekvenssit sisälsivät kiinnittymiskohdat emulsio-PCR- ja 
sekvensointialukkeille sekä alueen, joka kykenee kiinnittymään työssä käytettävien 
pikkuruisten helmien pinnalle. 
 PCR-reaktion jälkeen 16S rDNA- ja ITS-DNA-palat denaturoitiin 
yksijuosteisiksi ja kukin pala kiinnitettiin yhteen helmeen. Emulsio-PCR:ssä helmet 
vangittiin PCR-reaktioseoksen muodostamiin pieniin pisaroihin, jotka oli emulgoitu 
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öljyyn. Kukin pisara sisälsi yhden helmen, jonka pintaan oli kiinnittynyt yksi 
yksijuosteinen templaattimolekyyli. PCR-reaktio tapahtui näissä pisaroissa, tuottaen 
templaatista noin kymmenen miljoonaa kopiota helmen pinnalle. 
 PCR-reaktion jälkeen emulsio rikottiin ja helmien pinnalla oleva DNA 
denaturoitiin yksijuosteiseksi. Helmistä rikastettiin ne, joihin oli kiinnittynyt DNA:ta ja 
kukin tällainen helmi asetettiin yhteen kuituoptisen levyn pienistä kaivoista. Kaivoihin 
lisättiin myös pienempiä helmiä, joihin oli kiinnitetty ATP-sulfurylaasia ja lusiferaasia. 
Kuituoptinen levy asetettiin sekvensointilaitteen virtauskammioon, jossa 
sekvensoinnissa tarvittavat reagenssit voitiin lisätä levylle oikeassa järjestyksessä. 
 Sekvensoinnissa käytettiin menetelmää 454-GS FLX (454 Life Sciences, 
Roche Diagnostics, Connecticut, Yhdysvallat), joka on pyrosekvensoinnin sovellus eli 
sekvensointi tapahtuu samanaikaisesti templaatti-DNA:n vastinjuosteen synteesin 
kanssa. Kutakin deoksinukleosiditrifosfaattimolekyyliä (dATP, dCTP, dGTP tai dTTP) 
johdettiin kuituoptisen levyn kaivoihin erikseen, jotta voitiin selvittää, mikä nukleotidi 
rakennettavaan juosteeseen milloinkin kiinnittyi. Nukleotidin kiinnittyessä vapautuu 
pyrofosfaattia, joka yhdessä ATP-sulfurylaasin ja lusiferaasin kanssa saa aikaan 
fotonien vapautumista. Tätä fotonien aikaansaamaa valosignaalia mitattiin sensoreilla 
levyn pohjasta. Signaalin voimakkuudesta voitiin päätellä kiinnittyneiden nukleotidien 
lukumäärä. Deoksinukleosiditrifosfaattikäsittelyjen välillä kaivot pestiin apyraasilla, 
jotta edelliset dNTP-jäämät saatiin poistettua ennen seuraavan lisäämistä. dNTP-
käsittelyitä jatkettiin samassa järjestyksessä vuoronperään niin kauan, että koko DNA-
juoste oli saatu rakennettua ja sekvensoitua. Sekvensoinnin raakadatasta poistettiin 
tausta ja virheet, ja se normalisoitiin tarkoitukseen suunniteltujen algoritmien avulla. 
 
2.8 Bakteerikantojen eristäminen TwinN-tuotteesta 
 
TwinN-tuotteen sisältämien bakteerikantojen eristämiseksi valmistettiin suspensio, joka 
sisälsi 0,25 g TwinN-elatusainetta, 12,5 ml steriiliä vettä ja 0,5 g kylmäkuivattua 
TwinN-bakteerijauhetta. Suspensio homogenoitiin vorteksoimalla ja sitä inkuboitiin 
huoneenlämmössä neljä tuntia. Suspensiosta tehtiin laimennossarja (1 ml + 9 ml jne.) 
steriiliin ¼-vahvuiseen Ringer-liuokseen ja viljeltiin pintalevityksinä TGY-maljoille 
laimennoksina 10
-6
-10
-9
. Kustakin laimennoksesta valmistettiin kolme rinnakkaista 
maljaa. Maljoja inkuboitiin 28 °C:ssa viisi vuorokautta. TwinN-tuotteen 
bakteeripitoisuudet laskettiin maljoilta käyttäen bakteeritiheyden näytetilavuudella 
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painotetun keskiarvon kaavaa. Vain maljat, joilla kasvoi 25–250 pesäkettä, huomioitiin 
laskuissa. Eri pesäketyypeistä tehtiin jatkosiirrostuksia niin kauan, kunnes oli saavutettu 
puhdasviljelmät. 
 Azoarcus-sukuisten bakteerien rikastamiseksi nokare TwinN-bakteerijauhetta 
sekoitettiin 5 ml:aan ¼-vahvuista Ringer-liuosta, ja suspensiosta tehtiin platinalangalla 
pistoviljelmä koeputkessa olevaan puolijähmeään SMV+EtOH-agariin. Viljelmää 
inkuboitiin 37 °C:ssa neljä vuorokautta, minkä jälkeen siitä tehtiin uusintasiirrostus 
puhtaaseen puolijähmeään alustaan samalla tavoin. Uuden inkuboinnin jälkeen 
bakteerikasvusto siirrettiin puolijähmeästä agarista pipetillä 10 ml:aan Tween-
laimennuspuskuria, jota käyttäen myös valmistettiin laimennossarja. Viljelyt tehtiin 
pintalevityksinä SMV+EtOH-maljoille laimennoksina 10
-1
-10
-7
. Maljoja inkuboitiin 
37 °C:ssa neljä vuorokautta. Azoarcus-tyyppisistä pesäkkeistä tehtiin puhdasviljelmät 
TGY-maljoille. 
 
2.9 16S rRNA -geenin monistaminen puhdasviljelmäpesäkkeistä PCR-reaktiolla 
 
16S rRNA -geenin PCR-reaktiossa käytettiin templaattina bakteerisuspensioita, jotka oli 
valmistettu sekoittamalla kustakin puhdasviljelmästä pieni nokare bakteerikasvustoa 
20 µl:aan BioPak-vettä. Mahdollisten PCR-reaktiota haittaavien yhdisteiden 
tuhoamiseksi templaattisuspensioita kuumennettiin 98 °C:ssa 10 minuuttia. Kunkin 
PCR-reaktion tilavuus oli 51 µl, sisältäen seuraavat aineosat: templaattisuspensio 1 µl, 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 1 U, fD1-aluke 
(5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') (Weisburg ym. 1991) 25 pmol, rD1-aluke 
(5'-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3') (Weisburg ym. 1991) 25 pmol, dNTP Mix 
10 nmol, Phusion HF 5× Reaction Buffer 10 µl ja loput reaktiotilavuudesta BioPak-
vettä. Negatiivisena kontrollina käytettiin PCR-reaktioseosta, johon ei ollut lisätty 
templaattisuspensiota. 
 PCR-ohjelman vaiheet olivat: I) ensimmäinen denaturaatio, 98 °C, 5 minuuttia, 
II) denaturaatio, 98 °C, 10 sekuntia, III) alukkeiden kiinnittyminen, 61 °C, 30 sekuntia, 
IV) pidennys, 72 °C, 45 sekuntia, V) vaiheiden II-IV toisto 34 kertaa ja VI) viimeinen 
pidennys, 72 °C, 10 minuuttia. PCR-laite oli PTC Peltier Thermal Cycler (MJ Research, 
Massachusetts, Yhdysvallat). PCR-tuotteet säilytettiin −18 °C:ssa. 
 PCR-tuotteet tarkistettiin agaroosigeelielektroforeesilla, geeli valokuvattiin ja 
DNA-saanto tarkistettiin spektrofotometrisesti kuten kohdassa "2.6 DNA:n eristäminen 
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TwinN-tuotteesta". Agaroosigeelielektroforeesissa DNA-kokostandardina käytettiin 
312,5 ng pGEM DNA Markers. 
 
2.10 16S rRNA -geenin katkokirjoanalyysi (RFLP) 
 
Katkokirjoanalyysissä TwinN-tuotteesta eristettyjen bakteerikantojen 
16S rRNA -geenin PCR-tuotteita pilkottiin restriktioendonukleaaseilla MspI ja BsuRI. 
Näin saatiin kullekin bakteerikannalle ominainen pilkkoutumisprofiili ja voitiin siten 
varmistaa, montako eri bakteerikantaa tuotteesta oli saatu eristettyä. Tämän perusteella 
voitiin valita kustakin bakteerikannasta yksi 16S rRNA -geenin PCR-tuote 
sekvensointia varten. 
 Katkokirjoanalyysiä varten restriktioendonukleaasit laimennettiin BioPak-
vedellä pitoisuuteen 1,5 U/µl. Kuhunkin reaktioon tuli 16S rRNA -geenin PCR-tuotetta 
5-15 µl (riippuen tuotteen vahvuudesta) ja laimennettua MspI- tai 
BsuRI-restriktioendonukleaasia 3 µl. Digestioita inkuboitiin 37 °C:ssa yön yli. 
Digestiotuotteet tarkistettiin agaroosigeelielektroforeesilla, johon valmistettiin geeli 
lisäämällä 1× TAE-elektroforeesipuskuriin agaroosia 3 % ja etidiumbromidia 0,2 µg/ml. 
Kuhunkin geelissä olevaan kaivoon pipetoitiin koko reaktiotilavuus digestiotuotetta, 
johon oli sekoitettu Blue/Orange 6× Loading Dye -latauspuskuri käyttöohjeen 
mukaisesti. DNA-kokostandardina käytettiin 500 ng GeneRuler 50 bp DNA Ladder. 
Elektroforeesia ajettiin kaksi tuntia jännitteellä 80 V ja virralla ≤ 400 mA. Geeli 
valokuvattiin kuten kohdassa "2.6 DNA:n eristäminen TwinN-tuotteesta". 
 
2.11 Bakteerikantojen lajinmääritys 16S rRNA -geenin sekvensoinnilla 
 
TwinN-tuotteesta eristettyjen bakteerikantojen lajinmääritys tehtiin selvittämällä niiden 
16S rRNA -geenin alkuosan emäsjärjestys Sanger-sekvensoinnin (Sanger ym. 1977) 
Dye-terminator-sovelluksella. Työ suoritettiin Helsingin yliopiston Biotekniikan 
instituutin DNA-sekvensointilaboratoriossa. Templaattina käytettiin 
puhdasviljelmäpesäkkeistä monistettuja 16S rRNA-geenin PCR-tuotteita, jotka 
puhdistettiin menetelmällä MultiScreen PCRµ96 (Millipore, Massachusetts, 
Yhdysvallat). Sekvensointialukkeena toimi pD' (5'-GTA TTA CCG CGG CTG CTG-3') 
(Edwards ym. 1989). Sekvensointi tehtiin laitteella ABI 3130xl Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems / Life Technologies, Kalifornia, Yhdysvallat), käyttäen 
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menetelmiä BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems / Life 
Technologies, Kalifornia, Yhdysvallat) ja Agencourt CleanSEQ 
(Beckman Coulter Genomics, Massachusetts, Yhdysvallat) valmistajien ohjeiden 
mukaisesti. Sekvensoinnin raakadatasta poistettiin tausta ja virheet ja se normalisoitiin 
manuaalisesti. Sekvenssejä verrattiin BLASTN 2.2.25-ohjelman (Camacho ym. 2009) 
avulla National Center for Biotechnology Information (NCBI) -tietokantaan, jotta 
puhdasviljelmille saatiin määritettyä lajinimet. 
Dye-terminator-sekvensoinnissa templaattijuosteelle rakennetaan ensin 
vastinjuoste PCR-reaktiolla käyttäen seosta, jossa on tavanomaisten 
deoksinukleosiditrifosfaattimolekyylien (dNTP) lisäksi 
dideoksinukleosiditrifosfaattimolekyylejä (ddNTP), joissa kukin emäs (A, C, G tai T) 
on leimattu omalla fluoresoivalla värillään. Kun polymeraasi lisää rakennettavaan 
DNA-juosteeseen dideoksinukleotidin, juosteen synteesi päättyy. Tämä johtuu siitä, että 
dideoksinukleotidien 3'-päästä puuttuu hydroksyyliryhmä, johon seuraava nukleotidi 
voisi kiinnittyä. Reaktio-olosuhteet säädetään niin, että tuotteessa olisi yhden 
nukleotidin tarkkuudella edustettuna kaikki mahdolliset DNA-juosteen pituudet. 
Tuotteet järjestetään pituusjärjestykseen kapillaarielektroforeesilla, minkä jälkeen 
kunkin juosteen viimeinen emäs saadaan selville ilmaisimella, joka havaitsee juosteen 
3'-päässä olevan fluoresoivan väriaineen. Näistä tiedoista rakentuu tutkittavan DNA-
juosteen sekvenssi emäs emäkseltä. 
 
2.12 Bakteerikantojen pitkäaikainen säilöntä 
 
Bakteerikantojen pitkäaikainen säilöntä tehtiin −80 °C:ssa lisäämällä liemiviljelmiin 
jäätymisen suoja-aineeksi glyserolia 20 %. Säilöntää varten puhdasviljelmäpesäkkeistä 
tehtiin siirrostukset 3 ml:aan TYS-lientä, ja liemiviljelmiä inkuboitiin 28 °C:ssa, 
ravistelussa 120 rpm, yön yli. Kierrekorkillisiin kryoputkiin pipetoitiin 200 μl 
glyserolia, ja putkia steriloitiin autoklaavissa korkit löyhästi suljettuina 121 °C:ssa 
15 minuuttia. Bakteeriliemiä pipetoitiin 800 μl/kryoputki, sekoitettiin huolella 
glyserolin kanssa ja annettiin jäähtyä 4 °C:ssa vähintään tunti. Sitten putket siirrettiin 
−80 °C:een. 
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2.13 Bakteerikantojen fysiologisten ominaisuuksien määrittäminen 
 
2.13.1 Sellulaasien, ksylanaasien ja pektinaasien tuotto 
 
Bakteerien selluloosan-, ksylaanin- ja pektiininhajotuskykyä testattiin viljelemällä niitä 
maljoilla, jotka valmistettiin kuten TGY-maljat, mutta hiilenlähteenä käytettiin 
glukoosin sijaan karboksimetyyliselluloosaa (CMC), ksylaania tai pektiiniä, 
pitoisuudessa 5 g/l. Menetelmien toimivuus tarkistettiin käyttämällä 
kontrollimäärityksissä TGY-maljoja. Maljat jaettiin osioihin siten, että yhdelle maljalle 
voitiin siirrostaa useampi bakteerikanta. Kustakin bakteerikannasta tehtiin kolme 
rinnakkaista viljelyä. Siirrostettuja maljoja inkuboitiin 28 °C:ssa viisi vuorokautta. 
 CMC- ja ksylaanimaljojen värjäämiseen käytettiin kongopunan 1 g/l vesiliuosta, 
joka värjää polysakkarideja, mutta ei monosakkarideja. (Ruijssenaars & Hartmans 
2001). Maljat peitettiin kongopunaliuoksella 15 minuutiksi, jolloin ne värjäytyivät 
punaisiksi. Kongopunaliuos poistettiin ja värin kiinnittämiseksi maljat peitettiin 
15 minuutiksi 1 M NaCl-liuoksella. NaCl-liuos poistettiin, ja sitoutumaton väri pestiin 
maljoilta huuhtelemalla niitä vedellä useaan kertaan. Kontrastin parantamiseksi maljat 
käsiteltiin vielä 1 M HCl-liuoksella, joka muutti kongopunan siniseksi. Mahdollinen 
CMC:n tai ksylaanin hajoaminen voitiin havaita värittömänä kehänä bakteeripesäkkeen 
ympärillä (Kuva 1a). 
 Pektiinimaljat puolestaan peitettiin 2 % CTAB-vesiliuoksella 30 minuutiksi, ja 
pestiin sen jälkeen 1 M NaCl-liuoksella (Verma ym. 2001). Käsittely saosti maljoilla 
olevan pektiinin, jolloin mahdollinen pektiinin hajoaminen voitiin havaita kirkkaana 
kehänä bakteeripesäkkeen ympärillä (Kuva 1b). 
 Edellä mainittujen menetelmien lisäksi CMC- ja ksylaanimaljojen värjäystä 
kokeiltiin Lugolin jodiliuoksella (Pointing 1999, Kasana ym. 2008) ja pektiinimaljojen 
värjäystä rutheniumpunalla (Mateos ym. 1992). Väriaineet eivät kuitenkaan sitoutuneet 
hiilenlähteisiin spesifisesti, joten ilmeisesti kyseiset menetelmät soveltuvat käytettäviksi 
vain synteettisillä kasvualustoilla. 
 
2.13.2 Proteaasien tuotto 
 
Bakteerikantojen kykyä tuottaa proteaaseja testattiin maitomaljoilla (Oh ym. 1999), 
joiden ainesosat olivat rasvaton maitojauhe 50 g, agar 20 g ja vesi 1000 ml. Maitojauhe 
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sekoitettiin ensin 500 ml:aan vettä ja autoklavoitiin 110 °C:ssa 15 minuuttia. Agar 
sekoitettiin samoin 500 ml:aan vettä ja autoklavoitiin 121 °C:ssa 15 minuuttia. 
Autoklavoinnin jälkeen maito- ja agarliuokset yhdistettiin huolellisesti sekoittaen, 
minkä jälkeen alustasta valettiin maljoja. Maljat jaettiin osioihin siten, että yhdelle 
maljalle voitiin siirrostaa useampi bakteerikanta. Kustakin bakteerikannasta tehtiin 
kolme rinnakkaista viljelyä. Siirrostettuja maljoja inkuboitiin 28 °C:ssa kolme 
vuorokautta. Koska alustan valkoinen väri johtuu maidon kaseiini-proteiineista, 
mahdollinen proteolyysi voitiin havaita kirkkaana kehänä bakteeripesäkkeen ympärillä 
(Kuva 1c). 
 
 
 
Kuva 1. 
a) CMC-malja muuttui kongopunavärjäyksen ja HCl-käsittelyn seurauksena 
siniseksi. Pesäkkeiden ympärillä ei näy väritöntä kehää, joten bakteerikannat 
eivät ole tuottaneet sellulaasia. 
b) Pektiinimalja muuttui CTAB-käsittelyn seurauksena sameaksi. Pesäkkeiden 
ympärillä ei näy kirkasta kehää, joten bakteerikannat eivät ole tuottaneet 
pektinaasia. 
c) Proteolyyttisen bakteerikannan aikaansaama kirkastuma maitomaljalla. 
d) Lipolyyttisen bakteerikannan aikaansaama saostuma lipolyysimaljalla. 
e) Kahden sideroforia tuottavan bakteerikannan aikaansaamat oranssit kehät CAS-
maljalla. 
f) Fosfaattia liukoistavan bakteerikannan aikaansaama kirkastuma ja värinmuutos 
PVK-maljalla. 
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2.13.3 Lipaasien tuotto 
 
Bakteerikantojen kykyä tuottaa lipaaseja testattiin muunnelluilla Sierran 
lipolyysimaljoilla (Salkinoja-Salonen ym. 1999), joiden ainesosat olivat tryptoni 10 g, 
NaCl 5 g, lihauute 3 g, Fe(III)-sitraatti 0,2 g, CaCl2 0,1 g, agar 15 g ja vesi 1000 ml. 
Alusta steriloitiin autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia. Victoria Blue B -väriainetta 
liuotettiin 0,1 g 150 ml:aan vettä ja liuos steriilisuodatettiin. Litraan alustaa lisättiin 
50 ml steriiliä Victoria Blue B-liuosta sekä 10 ml autoklavoitua 
Tween 80 -polysorbaattia. Alusta sekoitettiin huolellisesti ja siitä valettiin maljoja. 
Maljat jaettiin osioihin siten, että yhdelle maljalle voitiin siirrostaa useampi 
bakteerikanta. Kustakin bakteerikannasta tehtiin kolme rinnakkaista viljelyä. 
Siirrostettuja maljoja inkuboitiin 28 °C:ssa seitsemän vuorokautta. 
 Lipolyyttiset bakteerit vapauttavat Tween 80 -polysorbaatista rasvahappoja, 
jotka muodostavat suoloja alustan sisältämien Ca-ionien kanssa. Nämä rasvahappojen 
kalsiumsuolat voidaan havaita valkoisena saostumana lipolyyttisen bakteeripesäkkeen 
ympärillä (Kuva 1d). Victoria Blue B -väriaine helpottaa saostuman havaitsemista. 
 
2.13.4 Sideroforien tuotto 
 
Bakteerikantojen kykyä tuottaa sideroforeja testattiin sinisillä Chrome Azurol S 
(CAS) -maljoilla. Rautajäämät poistettiin alustan valmistukseen käytettävistä 
lasivälineistä huuhtomalla ne 3 M HCl-liuoksella ja sen jälkeen vedellä. Alusta 
valmistettiin muuten ohjeen (Alexander & Zuberer 1991) mukaisesti, mutta glukoosi ja 
mannitoli korvattiin 4,5 g:lla natriumsukkinaatti · 6H2O:ta. Alusta steriloitiin 
autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia, ja siitä valettiin maljoja. Maljat jaettiin 
osioihin siten, että yhdelle maljalle voitiin siirrostaa useampi bakteerikanta. Kustakin 
bakteerikannasta tehtiin kolme rinnakkaista viljelyä. Siirrostettuja maljoja inkuboitiin 
28 °C:ssa yhdeksän vuorokautta. Bakteerien tuottamat sideroforit kykenevät irrottamaan 
raudan Fe-CAS-kompleksista, jolloin alustan väri bakteeripesäkkeen ympärillä muuttuu 
oranssiksi (Kuva 1e). 
 
  
41 
 
2.13.5 Fosfaatinliukoistuskyky 
 
Bakteerikantojen kykyä liukoistaa fosfaattia testattiin Pikovskaya (PVK) -maljoilla 
(Nautiyal 1999), joihin oli lisätty pH-indikaattoriksi bromifenolisinisen Na-suolaa 
0,025 g/l (Mehta & Nautiyal 2001). Alusta steriloitiin autoklavoimalla 121 °C:ssa 
15 minuuttia, ja siitä valettiin maljoja. Maljat jaettiin osioihin siten, että yhdelle maljalle 
voitiin siirrostaa useampi bakteerikanta. Kustakin bakteerikannasta tehtiin kolme 
rinnakkaista viljelyä. Siirrostettuja maljoja inkuboitiin 28 °C:ssa seitsemän vuorokautta. 
Alustan sisältämä Ca3(PO4)2 tekee sen sameaksi, joten bakteerin kyky liukoistaa 
fosfaattia voidaan havaita kirkastumana bakteeripesäkkeen ympärillä (Kuva 1f). 
Bakteerien tuottamat orgaaniset hapot puolestaan laskevat alustan pH-arvoa, jolloin 
bromifenolisininen muuttuu keltaiseksi. 
 
2.13.6 ACC-deaminaasin tuotto 
 
ACC-deaminaasi-entsyymi toimii bakteerisolujen sisällä, joten sen aktiivisuuden 
määrittämiseksi entsyymi tulisi eristää bakteerisoluista. Kyseinen menetelmä (Penrose 
& Glick 2003) on varsin työläs ja aikaa vievä, joten sitä ei otettu käyttöön tässä 
tutkimuksessa. Sen sijaan bakteerikantojen ACC-deaminaasin tuottoa päätettiin mitata 
epäsuoralla menetelmällä, joka kuvaa bakteerin kykyä käyttää ACC:tä typenlähteenään. 
Jostain syystä bakteerit eivät kuitenkaan suostuneet kunnolla kasvamaan koetta varten 
valmistetuilla DF-maljoilla (Penrose & Glick 2003), joten käyttöön otettiin menetelmä, 
jossa bakteerit kasvatettiin liemessä (Wang ym. 2000). Bakteerit päädyttiin 
kasvattamaan kolmessa typenlähteiltään erilaisessa SMV+EtOH-liemessä, joihin oli 
lisätty ylimääräiseksi hiilenlähteeksi natriumsukkinaatti · 6H2O:ta 2,249 g/l. 
Ensimmäiseen liemeen oli lisätty typenlähde NH4Cl ohjeen mukaisesti, toisesta liemestä 
typenlähde oli jätetty pois, ja kolmannessa liemessä typenlähde oli korvattu 
steriilisuodatetulla ACC:llä, jota lisättiin 3 mM autoklavoituun jäähtyneeseen liemeen. 
Kustakin bakteerikannasta tehtiin kussakin liemityypissä kolme rinnakkaista viljelyä. 
Bakteereita kasvatettiin 4 ml:ssa liemiä, 28 °C:ssa, ravistelussa 120 rpm, kolme 
vuorokautta. Bakteerien kasvua mitattiin määrittämällä liemiviljelmien absorbanssit 
aallonpituudella 570 nm, käyttäen spektrofotometriä DU 7400 Diode Array UV-VIS 
Spectrophotometer (Beckman Instruments, Kalifornia, Yhdysvallat). 
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2.13.7 Indoli-3-etikkahapon tuotto 
 
Bakteerikantojen kykyä tuottaa kasvihormoni indoli-3-etikkahappoa mitattiin 
spektrofotometrisesti värireaktioon perustuen (Gordon & Weber 1951, Bano & 
Musarrat 2003). Kutakin bakteerikantaa kasvatettiin 5 ml:ssa pelkkää TYS-lientä sekä 
5 ml:ssa TYS-lientä, johon oli lisätty L-tryptofaania 500 µg/ml. L-tryptofaani toimii 
lähtöaineena indoli-3-etikkahapon synteesissä. L-tryptofaani oli ensin liuotettu pieneen 
määrään 1 M HCl-liuosta, koska yhdiste ei liukene veteen. Kun L-tryptofaani-HCl-liuos 
oli lisätty TYS-liemeen, liemen pH-arvo palautettiin ennalleen steriilillä 1 M NaOH-
liuoksella. Kustakin bakteerikannasta tehtiin molempiin liemiin kolme rinnakkaista 
viljelyä. Liemiviljelmiä inkuboitiin 28 °C:ssa (paitsi Azoarcus-liemiviljelmiä 
37 °C:ssa), ravistelussa 120 rpm, kolme vuorokautta. Kutakin liemiviljelmää 
sentrifugoitiin 1,5 ml huoneenlämmössä, 13 000 × g, 10 minuuttia, käyttäen sentrifugia 
Biofuge 13 roottorilla #3757 (Heraeus Sepatech, Saksa). Supernatantti otettiin talteen ja 
500 µl:aan supernatanttia sekoitettiin värireagensseina 25 µl 10 mM H3PO4 sekä 1 ml 
liuosta, joka sisälsi 1 ml 0,5 M FeCl3 50 ml:ssa 35 % HClO4. Näytteitä seisotettiin 
pimeässä 25 minuuttia ja absorbanssit määritettiin aallonpituudella 530 nm, käyttäen 
spektrofotometriä DU 7400 Diode Array UV-VIS Spectrophotometer (Beckman 
Instruments, Kalifornia, Yhdysvallat). Spektrofotometrin nollaukseen käytettiin 500 µl 
TYS-lientä tai 500 µl TYS+tryptofaani-lientä, joihin oli lisätty värireagenssit samalla 
tavoin kuin näytteisiin. 
 Näytteiden indoli-3-etikkahappopitoisuuden määrittämistä varten valmistettiin 
standardisuora. Standardiliuoksia varten liuotettiin 15 mg indoli-3-etikkahappoa 
0,5 ml:aan etanolia. Tästä valmistettiin TYS-liemeen laimennokset, joissa oli indoli-3-
etikkahappoa 0,23; 0,47; 0,94; 1,88; 3,75; 7,5 tai 15 µg/ml. Standardiliuokset 
valmistettiin alusta asti kolmena rinnakkaisena sarjana. Standardiliuoksiin lisättiin 
värireagenssit ja absorbanssit mitattiin kuten edellä. 
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2.14 Bakteerikantojen kasvien kasvua edistävien ominaisuuksien testaaminen 
kasvikokeessa 
 
2.14.1 Siementen sterilointi 
 
Siemenet pintasteriloitiin sekoittamalla niitä ensin minuutin ajan 70 % etanolissa ja 
sitten viiden minuutin ajan 5 % NaOCl-liuoksessa (Yegorenkova ym. 2001), johon oli 
pintajännityksen vähentämiseksi lisätty muutama pisara Tween 80 -polysorbaattia. 
Steriloinnin jälkeen siemeniä huuhdeltiin viidesti steriilillä vedellä ja säilytettiin 
vesitilkassa 6 °C:ssa yön yli. Siementen steriiliys tarkistettiin siirtämällä 20 kpl kunkin 
kasvilajin siemeniä TGY-maljoille, joita inkuboitiin 28 °C:ssa seitsemän vuorokautta. 
 
2.14.2 Bakteerisuspensioiden valmistaminen 
 
Kukin kasvikokeessa käytettävistä bakteerikannoista siirrostettiin 100 ml:aan TYS-
lientä ja liemiviljelmiä inkuboitiin 28 °C:ssa, ravistelussa 120 rpm, kolme vuorokautta. 
Solut pelletoitiin sentrifugoimalla liemiä 4 °C:ssa, 8000 × g, 10 minuuttia, käyttäen 
sentrifugia Avanti J-25I roottorilla JA-14 (Beckman Instruments, Kalifornia, 
Yhdysvallat). Elatusainejäämien poistamiseksi solut pestiin kolmesti suspensoimalla 
pelletit kylmään ¼-vahvuiseeen Ringer-liuokseen, sentrifugoimalla 4 °C:ssa, 8000 × g, 
10 minuuttia, ja poistamalla supernatantti (Penrose & Glick 2003). Tämän jälkeen kukin 
solupelletti suspensoitiin kylmään ¼-vahvuiseen Ringer-liuokseen siten, että suspension 
absorbanssiksi saatiin 1,0 aallonpituudella 600 nm, käyttäen spektrofotometriä DU 7400 
Diode Array UV-VIS Spectrophotometer (Beckman Instruments, Kalifornia, 
Yhdysvallat). 
 Lisäksi kasvikokeita varten valmistettiin TwinN-suspensio seuraavasti: 0,25 g 
TwinN-elatusainetta sekoitettiin 12,5 ml:aan vettä ja seos steriloitiin autoklavoimalla 
121 °C:ssa 15 minuuttia. Liemeen lisättiin 0,5 g kylmäkuivattua TwinN-
bakteerijauhetta, seos homogenoitiin vorteksoimalla ja sitä inkuboitiin 
huoneenlämmössä neljä tuntia. Ennen käyttöä TwinN-suspensioon lisättiin noin 100 ml 
¼-vahvuista Ringer-liuosta. 
 Kaikki bakteerisuspensiot säilytettiin 6 °C:ssa yön yli. Suspensioiden puhtaus ja 
bakteeripitoisuus tarkistettiin tekemällä niistä lamennossarjat ¼-vahvuiseen Ringer-
liuokseen ja viljelemällä TGY-maljoille laimennoksina 10
-6–10-10. Maljoja inkuboitiin 
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28 °C:ssa viisi vuorokautta. Suspensioiden bakteeripitoisuudet laskettiin maljoilta 
käyttäen bakteeritiheyden näytetilavuudella painotetun keskiarvon kaavaa. Vain maljat, 
joilla kasvoi 25–250 pesäkettä, huomioitiin laskuissa. 
 
2.14.3 Siementen käsittely bakteerisuspensioilla 
 
Steriloituja siemeniä liotettiin noin 60 kpl 10 ml:ssa kutakin bakteerisuspensiota neljän 
tunnin ajan (Casanovas ym. 2000), minkä jälkeen suspensiot poistettiin ja siemenet 
siirrettiin 0,95 % vesiagarmaljoille itämään huoneenlämmössä pimeässä. Bakteerien 
kykyä tarttua siementen pintaan mitattiin poimimalla kustakin bakteerikäsittelystä 
10 kpl vehnän tai vuohenherneen siemeniä ja vorteksoimalla niitä 20 sekuntia 10 ml:ssa 
Tween-laimennuspuskuria. Suspensioista tehtiin laimennossarja Tween-
laimennuspuskuriin ja viljeltiin TGY-maljoille laimennoksina 10
-2–10-7. Maljoja 
inkuboitiin 28 °C:ssa viisi vuorokautta. Siementen pintaan tarttuneiden bakteerien 
määrät laskettiin maljoilta käyttäen bakteeritiheyden näytetilavuudella painotetun 
keskiarvon kaavaa. Vain maljat, joilla kasvoi 25–250 pesäkettä, huomioitiin laskuissa. 
 
2.14.4 Kasvien kasvatus ja punnitseminen 
 
Kasvit kasvatettiin Cyg Seed Germination Pouch -pusseissa (Mega International, 
Minnesota, Yhdysvallat), joiden sisäleveys oli 14 cm ja -korkeus 16 cm. Kasvatuspussit 
oli valmistettu läpinäkyvästä muovista, ja niiden sisälle asetetussa paperiliuskassa oli 
taite siemeniä varten (Kuva 2). Ennen käyttöä kasvatuspussit steriloitiin 
autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia. Kuhunkin pussiin pipetoitiin 20 ml steriiliä 
vettä ja asetettiin 6 kpl bakteerikäsiteltyjä, idätettyjä siemeniä. Kustakin kasvilaji-
bakteerikanta-käsittelystä valmistettiin viisi rinnakkaista kasvatuspussia. Pussit 
asetettiin pahvisiin lokerikkoihin vastakkain siten, että kasvien juuret altistuisivat 
mahdollisimman vähän valolle. Pahvilokerikkojen asentoa vaihdettiin kolmesti viikossa, 
jotta kasvien versot saisivat valoa mahdollisimman tasaisesti. Kasvien kasvatus tapahtui 
kasvatuskaapissa, jonka vuorokausirytmi oli seuraava: I) lämpötila 20 °C, 1/5 valoista 
päällä, 1 h, II) lämpötila 24 °C, kaikki valot päällä, 16 h, III) lämpötila 20 °C, 
1/5 valoista päällä, 1 h, IV) lämpötila 16 °C, valot pimeänä, 6 h. Kasvatuskaappi oli 
mallia 3755 (Forma Scientific, Ohio, Yhdysvallat) ja valonlähteenä siinä toimivat 
lamput Fluora T8 L 36 W / 77 ja Lumilux T8 L 36 W / 830 Warm White (Osram, 
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Saksa). Kaapin pohjalle asetettiin vedellä täytetty tarjotin riittävän ilmankosteuden 
ylläpitämiseksi. Kasveja kasvatettiin 25 vuorokautta ja kasteltiin tänä aikana kuusi 
kertaa typettömällä ¼-vahvuisella Jensen-liuoksella, jota lisättiin yhdellä kastelukerralla 
10 ml/pussi. Kasvikokeen päätyttyä kasvien versot ja juuret leikattiin erilleen ja niitä 
kuivattiin kaksi vuorokautta 70 °C:ssa, käyttäen kuumailmakaappia UL 80 (Memmert, 
Länsi-Saksa). Tämän jälkeen versojen ja juurten kuivapainot määritettiin vaa’alla 
XR 405A-FR (Precisa Instruments, Sveitsi), josta punnitustulokset ohjattiin 
tietokoneelle ohjelmalla Balint 5.00 Balance Interface to Windows (Precisa Instruments, 
Sveitsi). 
 
 
 
Kuva 2. Vehnäntaimia kasvatuspusseissa. 
 
 
2.15 Tilastolliset analyysit 
 
ACC-deaminaasikokeen tuloksissa varianssianalyysin oletukset muuttujien 
normaalijakautuneisuudesta ja varianssien yhtäsuuruudesta eivät toteutuneet, joten 
analyysit tehtiin parametrittomalla Kruskal-Wallis H -testillä ja sitä seuraavat vertailut 
Mann-Whitney U -testillä. Havaintojen lukumäärä (n) oli kuitenkin niin pieni, etteivät 
kyseiset testit onnistuneet tuomaan esiin eroja eri typenlähteiden välillä. Lopulta 
tulokset päädyttiin tulkitsemaan silmämääräisesti. 
IAA-kokeen tuloksissa varianssianalyysin oletukset muuttujien 
normaalijakautuneisuudesta ja varianssien yhtäsuuruudesta eivät täysin toteutuneet, 
mutta tulokset analysoitiin silti varianssianalyysillä (ANOVA). Ensin tutkittiin, onko 
samalla bakteerikannalla eroa IAA:n tuotossa tryptofaania sisältävän liemen ja pelkän 
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TYS-liemen välillä. Sitten tutkittiin, onko eri bakteerikantojen välillä eroa IAA:n 
tuotossa. Post hoc -vertailuissa käytettiin menetelmiä LSD ja Tukey HSD 
merkitsevyystasolla p < 0,05. 
 Kasvikokeen lopulla kasvien määrä kasvatuspusseissa vaihteli hieman, joten 
kunkin pussin kasveista määritettiin ensin keskimääräinen kuivapaino. Saman kasvilajin 
versojen ja juurten kuivapainojen välillä oli positiivinen korrelaatio merkitsevyystasolla 
p < 0,01. Tämän vuoksi bakteerikäsittelyjen vaikutusta kasvien kuivapainoihin verrattiin 
käyttämällä monen muuttujan varianssianalyysiä (MANOVA), jossa selitettävinä 
muuttujina olivat saman kasvilajin versojen ja juurten kuivapainot. Post 
hoc -vertailuissa käytettiin menetelmää Tukey HSD merkitsevyystasolla p < 0,05. 
Koska käsittelyn TwinN tuloksia ei voitu pitää täysin riippumattomina käsittelyjen 
Azorhizobium caulinodans TwinN ja Azospirillum brasilense TwinN tuloksista, 
analyysit tehtiin kahdessa osassa. Ensin analysoitiin yhdessä kaikkien muiden paitsi 
TwinN-käsittelyn tulokset, ja tämän jälkeen toisessa analyysissä tulokset, joissa myös 
TwinN-käsittely oli mukana. Koska varianssianalyysin oletukset muuttujien 
normaalijakautuneisuudesta ja varianssien yhtäsuuruudesta eivät kaikissa tapauksissa 
toteutuneet, tulokset varmistettiin tekemällä analyysit lisäksi parametrittomalla Kruskal-
Wallis H -testillä ja sitä seuraavat vertailut Mann-Whitney U -testillä. 
 Kaikki tilastolliset analyysit tehtiin ohjelmalla PASW Statistics 18.0.3. 
(International Business Machines (IBM), New York, Yhdysvallat). 
 
3 TULOKSET 
 
3.1 TwinN-tuotteen mikrobit 
 
Kylmäkuivattu TwinN-bakteerijauhe koostui Amplicon-sekvensoinnin perusteella 
bakteereista Azoarcus indigens, Azoarcus sp. XQ1, Azorhizobium sp. ja Azospirillum 
brasilense, joista kukin muodosti tuotteesta noin neljänneksen (Kuva 3). Muita bakteeri- 
tai sienilajeja ei kylmäkuivatusta TwinN-bakteerijauheesta Amplicon-sekvensoinnissa 
löytynyt. 
Suoraan viljelemällä TwinN-tuotteesta saatiin eristettyä Azorhizobium 
caulinodans ja Azospirillum brasilense, kun taas Azoarcus indigens vaati erillisen 
rikastusviljelyn. Azoarcus sp. XQ1 -kantaa ei sen sijaan saatu eristettyä tuotteesta 
lainkaan. Viljelemällä määritetyt suuntaa-antavat bakteeripitoisuudet TwinN-tuotteessa 
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olivat Azorhizobium caulinodans -lajilla 1,4 × 10
11
 pmy/g ja Azospirillum 
brasilense -lajilla 5,0 × 10
9 
pmy/g. Lisäksi viljelyissä havaittiin TwinN-elatusaineen 
sisältävän runsaasti kontaminoivia bakteereja ja homeita. 
 
 
Kuva 3. Kylmäkuivatun TwinN-bakteerijauheen mikrobikoostumus Amplicon-
sekvensoinnin perusteella. Sektorit kuvaavat sekvenssien määrää. 
 
 
Azoarcus indigens -pesäkkeet olivat SMV+EtOH-maljalla kellertäviä, pyöreitä, 
kiiltäviä, halkaisijaltaan 1,5 mm, ja muuttuivat vanhetessaan todella koviksi, 
vahamaisiksi sekä joskus ruttuisiksi. Azorhizobium caulinodans -pesäkkeet olivat TGY-
maljalla kermanvärisiä, pyöreitä, kiiltäviä ja halkaisijaltaan 3 mm. Azospirillum 
brasilense -pesäkkeet olivat TGY-maljalla kellertäviä, pyöreitä, mattapintaisia, 
halkaisijaltaan 7 mm, ja muuttuivat vanhetessaan vaaleanpunaisiksi, vahamaisiksi ja 
ruttuisiksi. Azoarcus indigens ja Azospirillum brasilense -pesäkkeiden vahamainen 
koostumus vaikeutti viljelmien käsittelyä, joten nuorennussiirrostuksia jouduttiin 
tekemään tiuhaan. Azorhizobium caulinodans -bakteerilla puolestaan tapahtui selvää 
pesäkekoon pienenemistä muutaman nuorennussiirrostuksen jälkeen. 
Bakteerikantojen 16S rRNA -geenin PCR-tuotteet olivat kooltaan noin 1500 bp, 
ja ne toimivat DNA-aineksena sekä katkokirjoanalyysissä että bakteerikantojen 
varsinaiseen lajinmääritykseen käytetyssä sekvensoinnissa. Katkokirjoanalyysissä 
(Kuva 4) kannalla Azoarcus indigens TwinN vahvimmat juosteet olivat BsuRI-
digestiossa kooltaan noin 320 bp, 300 bp, 270 bp, 135 bp ja 115 bp, ja MspI-digestiossa 
noin 570 bp, 420 bp ja 150 bp. Kannalla Azorhizobium caulinodans TwinN vahvimmat 
juosteet olivat BsuRI-digestiossa kooltaan noin 280 bp, 250 bp, 180 bp ja 150 bp, ja 
MspI-digestiossa noin 540 bp, 420 bp, 225 bp ja 155 bp. Kannalla Azospirillum 
brasilense TwinN vahvimmat juosteet olivat BsuRI-digestiossa kooltaan noin 280 bp, 
2467 
1341 
973 Azoarcus indigens ja
Azoarcus sp. XQ1
Azorhizobium sp.
Azospirillum
brasilense
48 
 
240 bp, 175 bp, 150 bp ja 125 bp, ja MspI-digestiossa noin 470 bp, 310 bp, 220 bp ja 
155 bp. 
 
 
 
Kuva 4. TwinN-tuotteesta eristettyjen bakteerikantojen 16S rRNA -geenin 
katkokirjoprofiilit restriktioendonukleaaseilla BsuRI- ja MspI. 
 
 
3.2 Bakteerikantojen fysiologiset ominaisuudet 
 
Bakteerikantojen fysiologisia ominaisuuksia testaavissa kokeissa kaikilla TwinN-
tuotteesta eristetyillä kannoilla voitiin havaita indoli-3-etikkahapon tuottoa, ja osalla 
kannoista lisäksi lipaasin, sideroforin tai ACC-deaminaasin tuottoa (Taulukko 1). 
Verrokkikannoista ominaisuuksiltaan monipuolisin oli Pseudomonas trivialis 3Re2-7, 
joka tuotti proteaasia, lipaasia, sideroforia ja indoli-3-etikkahappoa sekä liukoisti 
fosfaattia. Yhdelläkään tutkituista bakteerikannoista ei havaittu sellulaasin, pektinaasin 
tai ksylanaasin tuottoa. Sellulaasi- ja ksylanaasikokeiden tulokset kuitenkin hylättiin, 
koska maljojen värjäykseen käytetty kongopunaliuos värjäsi myös TGY-maljat, joiden 
ei kuulunut värjäytyä. 
Kaikki bakteerikannat kykenivät kasvamaan fysiologisissa kokeissa käytetyillä 
agar-kasvualustoilla, mutta positiivisten reaktioiden ilmenemisnopeudessa oli eroja. 
Kannat Pseudomonas trivialis 3Re2-7 ja Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 
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tuottivat proteolyysi- ja lipolyysikokeissa positiivisen reaktion jo yhdessä 
vuorokaudessa, kun taas kannalla Azospirillum brasilense TwinN lipolyysin 
ilmeneminen kesti neljä vuorokautta ja kannalla Azospirillum brasilense LMG 4376 
viisi vuorokautta. CAS-maljoilla kanta Azoarcus indigens TwinN tuotti sideroforia 
yhdessä vuorokaudessa, kannat Pseudomonas trivialis 3Re2-7 ja Stenotrophomonas 
maltophilia CCG 57 ROS 3 kahdessa vuorokaudessa, ja molemmat Azospirillum 
brasilense -kannat neljässä vuorokaudessa. Kannan S. maltophilia CCG 57 ROS 3 
tuottama sideroforireaktio oli kuitenkin havaittavissa vain kasvatuksen alkuvaiheessa, 
sillä myöhemmin kehä jäi kasvavan bakteeripesäkkeen alle piiloon. Sideroforia 
tuottamattomien kantojen pesäkekoko puolestaan jäi pienemmäksi kuin muilla 
kannoilla. PVK-maljoilla ainut fosfaattia liukoistava kanta oli Pseudomonas trivialis 
3Re2-7, jolla positiivinen reaktio näkyi kahdessa vuorokaudessa. 
 
 
Taulukko 1. Bakteerikantojen fysiologiset ominaisuudet. 
 
 
 
 
Bakteerikanta 
Fysiologinen ominaisuus 
Sellulaasi 
ja 
ksylanaasi 
Pektinaasi Proteaasi Lipaasi Siderofori Fosfaatin 
liukoista-
minen 
ACC- 
deami-
naasi 
Indoli-3-
etikka-
happo 
Azoarcus 
indigens 
TwinN 
 
? 
 
- 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
- 
 
- 
 
+ 
Azorhizobium 
caulinodans 
TwinN 
 
? 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
+ 
Azospirillum 
brasilense 
TwinN 
 
? 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
+ 
 
- 
 
? 
 
+ 
Azorhizobium 
caulinodans 
ORS 571 
 
? 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
+ 
Azospirillum 
brasilense 
LMG 4376 
 
? 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
+ 
 
- 
 
+ 
 
+ 
Pseudomonas 
extremorientalis 
TSAU20 
 
? 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
- 
Pseudomonas 
trivialis 
3Re2-7 
 
? 
 
- 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
- 
 
+ 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
CCG 57 ROS 3 
 
? 
 
- 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
- 
 
? 
 
- 
Merkkien selitykset: Kokeessa löytyi kyseistä aktiivisuutta (+). Kokeessa ei löytynyt 
kyseistä aktiivisuutta (-). Kokeesta ei saatu luotettavaa tulosta (?). 
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ACC-deaminaasikokeessa kannat Azorhizobium caulinodans TwinN, Azorhizobium 
caulinodans ORS 571, Azospirillum brasilense LMG 4376 ja Pseudomonas 
extremorientalis TSAU20 olivat kasvaneet ACC-liemessä paremmin kuin typettömässä 
liemessä (Kuva 5), mikä tulkittiin ACC-deaminaasiaktiivisuudeksi. Kasvu ACC-
liemessä oli kuitenkin kaikilla kannoilla huomattavasti heikompaa kuin NH4Cl-
liemessä. Myös kanta Azospirillum brasilense TwinN oli kasvanut hyvin ACC-liemessä, 
mutta eroa typettömään liemeen ei juuri ollut. Kannoilla Azoarcus indigens TwinN ja 
Pseudomonas trivialis 3Re2-7 sen sijaan ei näkynyt viitteitä ACC-deaminaasin tuotosta.  
Kanta Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 puolestaan ei ollut kasvanut 
käytetyssä liemessä lainkaan. ACC-deaminaasikokeessa saadut mittaustulokset ovat 
nähtävissä tämän tutkielman lopussa (Liite 1, Taulukko 1). 
 
 
 
 
Kuva 5. ACC-deaminaasin tuottoa kuvaavan kokeen tulokset. Bakteerikannat 
kasvatettiin kolmessa typenlähteiltään erilaisessa liemessä, ja bakteerien kasvua 
mitattiin määrittämällä liemiviljelmien absorbanssit spektrofotometrillä aallonpituudella 
570 nm. Pylväät kuvaavat absorbanssien keskiarvoja (n = 3), ja palkit kuvaavat 
keskivirhettä 95 % luottamustasolla. 
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Indoli-3-etikkahapon tuottoa mittaavassa kokeessa yksikään bakteerikanta ei tuottanut 
IAA:ta pelkässä TYS-liemessä (Kuva 6). Tryptofaania sisältävässä liemessä sen sijaan 
IAA:ta tuottivat kaikki muut kannat paitsi Pseudomonas extremorientalis TSAU20 ja 
Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3. Kannoilla Azoarcus indigens TwinN ja 
Azospirillum brasilense LMG 4376 IAA:n tuotto oli melko vähäistä, kannoilla 
Azorhizobium caulinodans TwinN ja Azospirillum brasilense TwinN kohtalaista ja 
kannoilla Azorhizobium caulinodans ORS 571 ja Pseudomonas trivialis 3Re2-7 
runsasta. IAA-kokeessa saadut mittaustulokset ja tilastollisten analyysien 
yhteenvetotaulukot ovat nähtävissä tämän tutkielman lopussa (Liite 1, Taulukot 2–4). 
 
 
 
Kuva 6. Indoli-3-etikkahapon (IAA) tuottoa mittaavan kokeen tulokset. Bakteerikannat 
kasvatettiin tryptofaania sisältävässä liemessä sekä tryptofaanittomassa liemessä, ja 
kantojen kykyä tuottaa IAA:ta mitattiin spektrofotometrisesti värireaktioon perustuen. 
Tulosten laskemiseen käytettiin IAA:sta valmistettua standardisuoraa. Pylväät kuvaavat 
liemiviljelmien IAA-pitoisuuksien keskiarvoja (n = 3), ja palkit kuvaavat keskivirhettä 
95 % luottamustasolla. Eri kirjaimilla merkittyjen tulosten välillä oli tilastollisesti 
merkitsevä ero Tukey HSD -testissä merkitsevyystasolla p < 0,05. 
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3.3 Kasvikokeen tulokset 
 
Kasvikokeessa kasvinsiementen pintasterilointi onnistui täydellisesti kiinankaalilla, 
lituruoholla, palikkamailasella, retiisillä ja vuohenherneellä. Sinappikaalin siementen 
käsittelyä hankaloitti niiden pinnalle syntynyt hyytelökerros, mutta pintasterilointi 
vaikutti silti onnistuneelta. Avomaankurkun, tomaatin ja vehnän siemenissä sen sijaan 
havaittiin pintasteriloinnin jälkeen yksittäisiä bakteeri- tai homepesäkkeitä. 
Idänkattaralla puolestaan akanat saivat siemenet kellumaan, minkä seurauksena 
pintasterilointi epäonnistui täysin. Avomaankurkun ja lituruohon siementen itävyys oli 
lopulta niin huono, ettei kasvikokeeseen saatu riittävästi kyseisten kasvilajien taimia. 
Sinappikaalilla puolestaan useat taimet kuolivat pian itämisen jälkeen. Heinäkasveilla 
kasvuunlähtöä haittasi se, että versot jäivät aluksi kasvatuspussin käpertyneen reunan 
alle jumiin. 
Bakteerikantoina kasvikokeessa käytettiin TwinN-valmisteesta eristettyjen 
Azorhizobium caulinodans TwinN ja Azospirillum brasilense TwinN -kantojen lisäksi 
verrokkikantoja Pseudomonas trivialis 3Re2-7 ja Stenotrophomonas maltophilia 
CCG 57 ROS 3, jotka olivat fysiologisissa testeissä osoittautuneet ominaisuuksiltaan 
monipuolisimmiksi. Kanta Azoarcus indigens TwinN jäi pois kasvikokeesta, koska sitä 
ei ollut kokeen alkuun mennessä saatu eristettyä TwinN-tuotteesta. Kasvikoetta varten 
valmistetut bakteerisuspensiot sekä TwinN-suspensio vaikuttivat tarkastusviljelyissä 
puhtailta, vaikkakin bakteerikannan Azorhizobium caulinodans TwinN pesäkkeet olivat 
maljoilla hieman vaihtelevan kokoisia. Suspensioiden bakteeripitoisuudet siementä 
kohden vaihtelivat välillä 10
6–108 pmy/siemen, josta siementen pintaan tarttui vehnällä 
2–7 % ja vuohenherneellä 1–2 % (Taulukko 2). Vehnällä bakteerikannan 
Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 tartunta jyvien pintaan oli erityisen 
runsasta. 
Vehnän ja vuohenherneen siementen sisältä vapautui itämisen yhteydessä 
bakteereita, joiden pesäkemorfologia oli erilainen kuin bakteerikäsittelyissä käytetyillä 
bakteerikannoilla. Nämä morfologialtaan poikkeavat pesäkkeet olivat TGY-maljalla 
kermanvärisiä, pyöreitä, kiiltäviä, kohollaan agarista ja halkaisijaltaan 4 mm. Kyseisten 
bakteerien pitoisuudet vaihtelivat välillä 10
3–104 pmy/siemen. 
 Kasvikokeen kasveista punnittiin lopulta kiinankaali, palikkamailanen, retiisi, 
tomaatti, vehnä ja vuohenherne. Retiisin, vehnän ja vuohenherneen kasvatuspusseihin 
oli kehittynyt homekasvustoa ja kasviyksilöiden välinen kokovaihtelu oli suurta. 
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Kiinankaalilla puolestaan sirkkalehdet olivat mädäntyneet, ja palikkamailasella osa 
lehdistä kellastuneet ja pudonneet. Myös tomaatin lehdet olivat muuttuneet 
kellertäviksi. 
 
 
Taulukko 2. Kasvikokeessa käytettyjen bakteerisuspensioiden bakteeripitoisuudet ja 
tartunta siementen pintaan. 
Bakteerisuspensio 
Bakteerisuspension 
bakteeripitoisuus 
(pmy/ml) 
Bakteerisuspension 
bakteerimäärä 
siementä kohden 
(pmy/siemen) 
Vehnänjyvän 
pintaan tarttuneet 
bakteerit 
(pmy/jyvä) ja 
niiden osuus 
suspension 
siemenkohtaisesta 
bakteerimäärästä 
Vuohenherneen 
siemenen pintaan 
tarttuneet 
bakteerit 
(pmy/siemen) ja 
niiden osuus 
suspension 
siemenkohtaisesta 
bakteerimäärästä 
 
Azorhizobium 
caulinodans 
TwinN 
 
6 × 10
8
 1 × 10
8
 
2 × 10
6 
= 2 % 
2 × 10
6 
= 2 % 
 
Azospirillum 
brasilense 
TwinN 
 
1 × 10
9
 2 × 10
8
 
5 × 10
6 
= 3 % 
1 × 10
6 
= 1 % 
 
Pseudomonas 
trivialis 
3Re2-7 
 
3 × 10
9
 4 × 10
8
 
8 × 10
6 
= 2 % 
5 × 10
6 
= 1 % 
 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
CCG 57 ROS 3 
3 × 10
9
 6 × 10
8
 
4 × 10
7 
= 7 % 
1 × 10
7 
= 2 % 
 
TwinN-
bakteerijauheesta 
valmistettu 
suspensio: 
Azorhizobium 
caulinodans 
-tyyppiset 
pesäkkeet 
 
5 × 10
8
 9 × 10
7
 
3 × 10
6 
= 3 % 
8 × 10
5 
= 1 % 
 
TwinN-
bakteerijauheesta 
valmistettu 
suspensio: 
Azospirillum 
brasilense 
-tyyppiset 
pesäkkeet 
 
3 × 10
7
 5 × 10
6
 
1 × 10
5 
= 2 % 
3 × 10
4 
= 1 % 
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Kasvikokeen punnitustulosten tilastollisessa analyysissä ainoat tilastollisesti merkitsevät 
erot löytyivät kiinankaalin versoista. Kiinankaalin versojen keskimääräinen kuivapaino 
oli tilastollisesti merkitsevästi suurempi käsittelyssä Azospirillum brasilense TwinN 
kuin muissa käsittelyissä (Kuva 7). Lopputulos oli sama sekä MANOVA-analyysillä 
että parametrittomilla menetelmillä. Verrattuna siirrostamattomiin kasveihin käsittely 
Azospirillum brasilense TwinN oli lisännyt kiinankaalin versojen keskimääräistä 
kuivapainoa lähes 41 %. Kasvikokeen punnitustulokset ja tilastollisten analyysien 
yhteenvetotaulukot ovat nähtävissä tämän tutkielman lopussa (Liite 1, Taulukot 5–8). 
 
 
 
Kuva 7. Kiinankaalin versojen kuivapainot kasvikokeessa. Pylväät kuvaavat versojen 
keskimääräistä kuivapainoa (n = 30), ja palkit kuvaavat keskivirhettä 95 % 
luottamustasolla. Eri kirjaimilla merkittyjen tulosten välillä oli tilastollisesti merkitsevä 
ero Tukey HSD -testissä merkitsevyystasolla p < 0,05. 
 
 
4 TULOSTEN TARKASTELU 
 
4.1 TwinN-tuotteen mikrobiologinen laatu 
 
Tässä tutkimuksessa saatujen tulosten perusteella valmistajan kuvaus kylmäkuivatun 
TwinN-bakteerijauheen mikrobien laadusta ja määrästä oli jokseenkin todenmukainen. 
Azorhizobium caulinodans ja Azospirillum brasilense -lajien kyvystä edistää kasvien 
kasvua on julkaistu niin vahvaa tieteellistä näyttöä (Sabry ym. 1997, Bashan 1998, 
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Basaglia ym. 2003, Senthilkumar ym. 2008, Díaz-Zorita & Fernández-Canigia 2009, 
Hungria ym. 2010), että kyseisten bakteerilajien sisällyttäminen TwinN-tuotteeseen 
vaikuttaa perustellulta. Azoarcus indigens -lajin tai Azoarcus sp. XQ1 -kannan kasvien 
kasvua edistävistä ominaisuuksista ei sen sijaan löydy julkaistua tutkimustietoa. 
 Jos TwinN-tuote levitettäisiin ohjeen mukaisesti 5 hehtaarin peltoalalle, jossa 
neliömetrillä kasvaisi keskimäärin 400 kasvia, bakteereja tulisi yhdelle kasville noin 
10
3–104 pmy. Azospirillum brasilense -bakteerilla pelto-olosuhteissa tehdyissä 
siirrostuskokeissa on käytetty bakteeripitoisuuksia 10
4–106 pmy/kasvi (Basaglia ym. 
2003, Hungria ym. 2010), joten TwinN-tuotteen bakteeripitoisuudet jäisivät tähän 
verrattuna hieman mataliksi. TwinN-tuotteen bakteerien riittävyys vaikuttaakin hieman 
kyseenalaiselta, etenkin kun otetaan huomioon, että kasvustoon tehtävässä 
ruiskutuksessa osa bakteereista päätyy väistämättä muualle kuin kasveihin. 
 TwinN-bakteerijauheesta ei löytynyt tuotteeseen kuulumattomia mikrobeja, kun 
taas elatusaineessa niitä oli runsaasti. Tuotteen pakkausselosteesta ei löytynyt mainintaa 
elatusaineen koostumuksesta, eikä sitä myöskään ryhdytty tämän tukimuksen puitteissa 
selvittämään. Laadunvalvonnan kannalta tuotteen mikrobiologisen laadun 
epämääräisyys on joka tapauksessa ongelmallista. 
 
4.2 TwinN-tuotteen bakteerikantojen fysiologiset ominaisuudet 
 
TwinN-tuotteesta eristettyjen bakteerikantojen kyky tuottaa IAA:ta, sideroforeja ja 
ACC-deaminaasia antoivat viitteitä siitä, että kannoilla voisi olla kasvien kasvua 
edistävää vaikutusta. Amplicon-sekvensoinnissa TwinN-tuotteesta löytynyt kanta 
Azoarcus sp. XQ1 jäi kuitenkin tässä tutkimuksessa täysin tuntemattomaksi, sillä kantaa 
ei saatu viljelemällä eristettyä TwinN-tuotteesta, eikä Amplicon-sekvensointi toisaalta 
edes mahdollista luotettavaa tunnistusta kantatasolle asti. 
 Azoarcus indigens ja Azospirillum brasilense -kantojen kyky tuottaa poly-β-
hydroksibutyraattia (Tarrand ym. 1978, Reinhold-Hurek ym. 1993b) aiheutti 
pesäkkeiden vahamaisen koostumuksen ja sitä kautta viljelmien tiheän siirrostustarpeen. 
Jatkuva siirrostaminen on ainakin teoriassa saattanut vaikuttaa myös bakteerikantojen 
ominaisuuksiin, sillä maljaviljelyssä olosuhteet poikkeavat merkittävästi bakteerien 
luontaisesta elinympäristöstä kasvinjuurissa. Myös Azorhizobium caulinodans -kannalla 
havaittu pesäkekoon pieneneminen liittyi luultavasti siihen, etteivät olosuhteet maljalla 
ole yhtä ihanteelliset kuin kasveissa. 
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4.3 TwinN-tuotteen bakteerikantojen vaikutukset kasveihin 
 
Kasvikokeessa bakteerikanta Azospirillum brasilense TwinN lisäsi kiinankaalin 
versojen kuivapainoa tuntuvasti. Jostain syystä samaa vaikutusta ei havaittu käytettäessä 
TwinN-tuotetta, vaan bakteerikannan teho tuli esille vain yksinään siirrostettuna. 
TwinN-käsittelyssä bakteeripitoisuudet olivat toki pienemmät kuin 
yksittäissiirrostuksissa, mutta aiempien tutkimusten valossa (Creus ym. 1996, Bashan 
1998, Casanovas ym. 2000, Yegorenkova ym. 2001, Barassi ym. 2006) kaikkien 
kasvikokeessa käytettyjen bakteerisuspensioiden bakteeripitoisuudet ja tartunta 
siementen pintaan olivat silti riittävät mahdollistaakseen käsittelyiden vaikutukset. 
Aiemmat tutkimukset (Han & New 1998, Bacilio-Jiménez ym. 2001, Naiman ym. 2009) 
ovat kuitenkin osoittaneet, ettei useita bakteerilajeja tai -kantoja yhdistämällä 
välttämättä päästä parempaan lopputulokseen kuin yksittäin siirrostamalla. 
Kasvinlehtien kellastuminen ja kuihtuminen ovat oireita typenpuutteesta, joten 
bakteerikannat eivät selvästikään olleet sitoneet typpeä kasvien käyttöön. 
Bakteerikannan Azospirillum brasilense TwinN aikaansaama kiinankaalin kuivapainon 
nousu saattoi siis pikemminkin perustua IAA:n tai ACC-deaminaasin tuottoon kuin 
typensidontaan. Jostain syystä bakteerikannan kyky edistää kasvin kasvua tuli kuitenkin 
esille vain kiinankaalilla. Azospirillum brasilense -lajin erityispiirteisiin kuuluu 
poikkeuksellisen laaja isäntäkasvikirjo (Bashan & Holguin 1995), joten luultavasti 
käsittelyn tehottomuus muilla kasvilajeilla ei johtunut bakteerikannan ja kasvilajin 
yhteensopimattomuudesta. Pikemminkin kasvikokeen tulokset kuvastanevat eri 
kasvilajien erilaista herkkyyttä stressitekijöitä ja kasvua edistäviä yhdisteitä kohtaan. 
Luultavasti kiinankaali oli käytetyistä kasveista ainoa, joka riittävän herkästi reagoi 
eroihin käsittelyiden välillä. Tämä tutkimus on tiettävästi ensimmäinen, jossa on testattu 
Azospirillum brasilense -lajin vaikutusta kiinankaalin kasvuun. 
Kasvikoetta varten TwinN-elatusaine päätettiin steriloida, jotta sen sisältämät 
ylimääräiset mikrobit eivät sekoittaisi kokeen tuloksia. Toimenpiteen mahdollista 
vaikutusta kasvikokeen lopputulokseen on vaikea arvioida, sillä elatusaineen 
sisältämien mikrobien laadusta tai mahdollisesta merkityksestä tuotteen toiminnalle ei 
ole tietoa. Aseptisesta työskentelystä huolimatta kasvikokeessa kuitenkin esiintyi 
ylimääräisiä bakteereja ja homeita, jotka olivat peräisin kasvinsiemenistä ja ilmasta. 
Todennäköisesti kyseiset mikrobit eivät kuitenkaan muuttaneet kasvikokeen tuloksia. 
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4.4 Mikrobien tunnistuksessa käytettyjen menetelmien toimivuus 
 
Amplicon-sekvensointi osoittautui toimivaksi menetelmäksi kylmäkuivatun TwinN-
bakteerijauheen mikrobikoostumuksen määrittämisessä. Amplicon-sekvensoinnin 
virhelähteitä ovat DNA-eristyksen ja PCR-vaiheiden mahdolliset ongelmat, mutta tässä 
tutkimuksessa kyseiset osa-alueet vaikuttivat onnistuneilta. Jostain syystä Azospirillum 
brasilense -lajin viljelemällä määritetty pitoisuus TwinN-tuotteessa jäi moninkertaisesti 
pienemmäksi kuin Azorhizobium caulinodans -lajin pitoisuus, vaikka Amplicon-
sekvensoinnissa lajien pitoisuudet olivat keskenään samaa luokkaa. Koska 
viljelymenetelmä kuvaa elävien mikrobien määrää, tulos voisi viitata siihen, ettei 
Azospirillum brasilense -laji ehkä ollut pysynyt yhtä hyvin elossa TwinN-tuotteessa 
kuin Azorhizobium caulinodans -laji. Toisaalta viljelymenetelmällä määritettyjä 
mikrobipitoisuuksia yleensä vääristää se, että käytetyt olosuhteet suosivat jonkin 
mikrobin kasvua enemmän kuin toisten. Tästä hyvänä osoituksena ovat myös Azoarcus-
lajien eristämisessä kohdatut vaikeudet. Yhdistämällä Amplicon-sekvensoinnin tulokset 
viljelyiden tuloksiin saatiin kuitenkin melko hyvä kokonaisarvio TwinN-
bakteerijauheen mikrobien laadusta ja määrästä. 
Bakteerien 16S rRNA -geenin monistamiseen käytetty PCR-menetelmä toimi 
hyvin, ja tuotteiden koko vastasi odotuksia. 16S rRNA -geenin alkuosan sekvensointi 
oli vaivaton tapa bakteerilajien tunnistukseen, joskin tulosten täsmällisyyden kannalta 
ongelmallista saattaa olla se, että ainakin yhdeltä Azoarcus-suvun edustajalta on 
löydetty neljä erilaista kopioita 16S rRNA-geenistä (Battistoni ym. 2005). 
Katkokirjoanalyysissä kullekin bakteerikannalle saatiin pilkkoutumisprofiilit, joiden 
perusteella kannat oli helppo erottaa toisistaan. Katkokirjoanalyysin huonoja puolia ovat 
kuitenkin menetelmän hitaus ja työläys. 
 
4.5 Sellulaasi-, ksylanaasi- ja pektinaasikokeiden toimivuus 
 
Sellulaasin ja ksylanaasin tuottoa testaavissa kokeissa ei saatu luotettavia tuloksia, 
koska maljojen värjäytyminen kongopunalla oli epäspesifistä. Ilmeisesti alustassa 
käytetty hiivauute tai tryptoni sisälsivät polysakkarideja, jotka aiheuttivat epäspesifisen 
värjäytymisen. Kongopunavärjäystä on ennenkin käytetty samankaltaisille 
kompleksisille kasvualustoille (Park ym. 1997, Park ym. 2000, Verma ym. 2001, 
Klingenberg 2011), mutta tässä tutkimuksessa saatujen tulosten valossa menetelmä ei 
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vaikuta toimivalta. Tapaus osoittaa, miten tärkeää on kontrollivärjäysten avulla tarkistaa 
menetelmän soveltuvuus kulloinkin käytettävälle kasvualustalle. Voihan olla, että 
kongopunavärjäys on alun perinkin tarkoitettu käytettäväksi vain synteettisillä 
kasvualustoilla. 
Aiemmissakin tutkimuksissa menetelmän valinta on ilmeisesti oleellisesti 
vaikuttanut sellulaasikokeen tuloksiin, sillä esimerkiksi kannan Pseudomonas trivialis 
3Re2-7 on yhdessä artikkelissa raportoitu olevan sellulaasinegatiivinen (Berg ym. 2005) 
ja toisessa sellulaasipositiivinen (Egamberdieva ym. 2010). Tässä tutkimuksessa 
sellulaasi- ja ksylanaasimääritykset olisi kannattanut tehdä samalla CTAB-
menetelmällä, jota käytettiin pektinaasikokeessa. CTAB-menetelmä vaikutti 
luotettavalta pektinaasin määrittämisessä, joskaan täyttä varmuutta ei saatu, koska 
yksikään bakteerikanta ei antanut kokeessa positiivista tulosta. 
 
4.6 Proteolyysi- ja lipolyysikokeiden toimivuus 
 
Proteolyysi- ja lipolyysikokeilla saadaan kartoitettua kyseisiä bakteerien ominaisuuksia 
yleisellä tasolla. Lisäksi kokeilla voidaan saada viitteitä bakteerien mahdollisesta 
antagonismista patogeenisia sieniä kohtaan (Faltin ym. 2004, Berg ym. 2005, Muleta 
ym. 2007, Gandhi Pragash ym. 2009). Varsinaisesti antagonismia voidaan kuitenkin 
tutkia vain bakteerin ja sienen yhteisviljelmässä. 
Maitomaljat vaikuttivat toimivilta proteolyysin määrittämisessä, sillä 
proteolyyttisiksi tiedetyt bakteerikannat Pseudomonas trivialis 3Re2-7 ja 
Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 (Faltin ym. 2004, Berg ym. 2005, 
Klingenberg 2011) antoivat kokeessa positiivisen tuloksen. Toisaalta myös kanta 
Pseudomonas extremorientalis TSAU20 on aiemmissa tutkimuksissa samankaltaisella 
menetelmällä raportoitu proteolyyttiseksi (Egamberdieva & Kucharova 2009, 
Egamberdieva ym. 2010), mutta tässä tutkimuksessa kanta ei jostain syystä tuottanut 
proteaasia. 
Lipolyysikoe osoittautui toimivaksi, sillä bakteerikantojen Pseudomonas 
extremorientalis TSAU20 ja Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 antamat 
tulokset vastasivat aiemmissa tutkimuksissa saatuja tuloksia (Egamberdieva & 
Kucharova 2009, Egamberdieva ym. 2010, Klingenberg 2011). 
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4.7 Sideroforikokeen toimivuus 
 
Sideroforikoe toimi hyvin, sillä bakteerikanta Pseudomonas trivialis 3Re2-7 antoi siinä 
odotusten mukaisesti positiivisen tuloksen (Faltin ym. 2004, Berg ym. 2005). Toisin 
kuin aiemmin on kuvattu (Klingenberg 2011), myös kanta Stenotrophomonas 
maltophilia CCG 57 ROS 3 tuotti sideroforia. Kyseisellä kannalla positiivinen reaktio 
oli kuitenkin havaittavissa vain kasvatuksen alkuvaiheessa, mikä osoittaa, että viljelmiä 
tulisi tarkkailla päivittäin kasvatuksen edetessä. Sideroforikoe voisi soveltua kasvien 
kasvua edistävien kaupallisten mikrobivalmisteiden laadunvalvontaan. 
 
4.8 Fosfaatinliukoistuskokeen toimivuus 
 
Bakteerien fosfaatinliukoistuskykyä mittaavassa kokeessa kanta Stenotrophomonas 
maltophilia CCG 57 ROS 3 antoi negatiivisen tuloksen, kuten on raportoitu 
aiemmassakin tutkimuksessa (Klingenberg 2011). Bakteerikannan Pseudomonas 
trivialis 3Re2-7 fosfaatinliukoistuskyvystä ei sen sijaan löytynyt aiempaa 
tutkimustietoa, mutta tässä tutkimuksessa kanta antoi ainoana tutkituista positiivisen 
tuloksen. Kokeen suunnittelussa olisi kuitenkin pitänyt huolellisemmin valita 
kasvualustassa käytetyt hiilenlähteet, sillä niillä on vaikutusta sekä bakteerikantojen 
kasvuun että kykyyn tuottaa fosfaattia liukoistavia orgaanisia happoja. Työssä käytetty 
kasvualusta sisälsi hiilenlähteenä glukoosia sekä lisäksi pienen määrän hiivauutetta. 
Bakteerilajit Azoarcus indigens, Azospirillum brasilense ja Pseudomonas 
extremorientalis eivät kuitenkaan pysty hyödyntämään glukoosia hiilenlähteenään 
(Tarrand ym. 1978, Reinhold-Hurek ym. 1993b, Ivanova ym. 2002), joten jää 
epäselväksi, olisiko fosfaatinliukoistusta tapahtunut sopivamman hiilenlähteen läsnä 
ollessa. Toisaalta kaikki bakteerikannat kuitenkin kasvoivat käytetyllä alustalla 
vähintään kohtalaisesti, joten ilmeisesti hiivauutteen tarjoamat hiilenlähteet riittivät 
niille ainakin hetkeksi. Fosfaatinliukoistuskoe voisi soveltua kasvien kasvua edistävien 
kaupallisten mikrobivalmisteiden laadunvalvontaan, kunhan kasvualustaan lisätään 
hiilenlähteitä, jotka tukevat mahdollisimman monen bakteerilajin kasvua ja orgaanisten 
happojen tuottoa. 
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4.9 ACC-deaminaasikokeen toimivuus 
 
ACC-deaminaasikokeessa ero bakteerien kasvussa ACC-liemen ja NH4Cl-liemen välillä 
oli todella suuri, joten aluksi vaikutti siltä, ettei yksikään kanta ollut tuottanut ACC-
deaminaasia. Useiden bakteerikantojen kasvu ACC-liemessä oli kuitenkin selvästi 
voimakkaampaa kuin typettömässä liemessä, mikä tulkittiin merkiksi ACC-deaminaasin 
tuotosta. Kanta Pseudomonas extremorientalis TSAU20 osoittautui tässä tutkimuksessa 
ACC-deaminaasi-positiiviseksi, kun taas aiemmissa tutkimuksissa 
maljaviljelymenetelmällä (Egamberdieva & Kucharova 2009, Egamberdieva ym. 2010) 
se on raportoitu negatiiviseksi. Ero voi johtua siitä, että spektrofotometrinen määritys 
liemiviljelymenetelmässä mahdollistaa paremman herkkyyden kuin bakteerien kasvun 
silmämääräinen arviointi maljaviljelymenetelmässä. Toisaalta spektrofotometrisessä 
määrityksessä on vaarana tulkita pienetkin erot liemiviljelmien sameudessa 
merkityksellisiksi. 
Kannan Azospirillum brasilense TwinN kasvu typettömässä liemessä oli 
silmiinpistävän voimakasta. Syynä tähän saattoi ainakin teoriassa olla typensidonta, 
mikäli liemiviljelmän happipitoisuus oli ravistelusta huolimatta jäänyt alhaiseksi. 
Kyseisellä bakteerikannalla oli siis luultavasti tapahtunut ACC-deaminaasin tuottoa, 
mutta voimakas kasvu typettömässä liemessä esti vertailun tekemisen. Typpeä sitovia 
bakteereita tutkittaessa ACC-deaminaasikokeessa olisikin erityisen tärkeää huolehtia 
liemiviljelmien riittävästä ravistelutehosta. 
Kanta Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 ei pystynyt kasvamaan 
käytetyssä synteettisessä liemessä lainkaan, joten sen kykyä tuottaa ACC-deaminaasia 
ei voitu määrittää. Samainen kanta ei aiemmassakaan tutkimuksessa (Klingenberg 
2011) ole suostunut kasvamaan synteettisillä kasvualustoilla – luultavasti koska laji 
vaatii kasvaakseen metioniinia (Stanier ym. 1966). ACC-deaminaasikokeen käytön 
edellytyksenä onkin, että tutkittaville bakteerikannoille löydetään sopiva synteettinen 
kasvualusta. 
ACC-deaminaasin tuottoa testattiin tässä tutkimuksessa 
liemiviljelymenetelmällä, koska bakteerikannat eivät suostuneet kasvamaan 
tarkoitukseen valmistetuilla maljoilla. Rinnakkaismääritysten lukumäärä ei ollut riittävä 
tulosten tilastollista analysointia varten, mutta kokeen työläyden vuoksi määrää ei voitu 
lisätäkään. Toisaalta alkuperäisessä maljaviljelymenetelmässäkin tulosten tulkinta 
tehdään silmämääräisesti, joten tilastollinen analysointi ei liene tässä kokeessa 
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välttämätön. Mikäli rinnakkaismääritysten lukumäärää kuitenkin haluttaisiin lisätä, 
kannattaisi viljelyt ehkä tehdä kuoppalevyillä, jolloin työvaiheita voitaisiin 
mahdollisuuksien mukaan automatisoida. 
 
4.10 IAA-kokeen toimivuus 
 
IAA:n tuottoa mitattiin spektrofotometrisesti bakteerien kasvuliemistä, joihin oli lisätty 
värireagenssia. Menetelmästä on olemassa useita muunnoksia, joiden herkkyydestä ja 
spesifisyydestä on saatu ristiriitaisia tuloksia (Gordon & Weber 1951, Glickmann & 
Dessaux 1995). Yhteistä kyseisille menetelmille on kuitenkin se, että IAA:n lisäksi ne 
mittaavat myös muita indoliyhdisteitä. 
Yksikään bakteerikanta ei tuottanut IAA:ta tryptofaanittomassa liemessä. 
Tulosta tukee se, että Azospirillum brasilense on toistaiseksi ainoa bakteerilaji, jolta on 
löydetty tryptofaanista riippumaton IAA:n tuotantoreitti (Prinsen ym. 1993). 
Tryptofaania sisältävässä liemessä puolestaan kannan Pseudomonas trivialis 3Re2-7 
IAA:n tuotto vastasi aiemmissa tutkimuksissa (Faltin ym. 2004, Berg ym. 2005, 
Egamberdieva ym. 2010) saatuja tuloksia. Samoin molemmat A. brasilense -kannat 
tuottivat IAA:ta, kuten aiempien tutkimusten (Dobbelaere ym. 1999, Pedraza ym. 2007, 
Perrig ym. 2007, Ilyas & Bano 2010) perusteella voitiin pitää todennäköisenä. 
Kanta Pseudomonas extremorientalis TSAU20 ei sen sijaan tuottanut IAA:ta, 
kuten on aiemmin raportoitu myös HPLC-menetelmää käyttäen (Egamberdieva ym. 
2010). Toisessa artikkelissa (Egamberdieva & Kucharova 2009) samaisen 
bakteerikannan on tosin kerrottu spektrofotometrisellä menetelmällä mitattuna 
tuottaneen IAA:ta, mutta tulosten luotettavuutta horjuttaa se, että IAA:n tuoton väitettiin 
olleen runsasta myös tryptofaanittomassa liemessä. Niin ikään kannan 
Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 on aiemmin raportoitu tuottaneen 
IAA:ta (Klingenberg 2011), vaikka tässä tutkimuksessa niin ei tapahtunut. Aiemman 
tutkimuksen tuloksia ei kuitenkaan voitane pitää luotettavina, sillä tutkimuksessa ei 
ollut käytetty IAA:sta valmistettua standardisuoraa eikä tuloksia ollut analysoitu 
tilastollisin menetelmin. 
Edellä mainitut ristiriitaisuudet IAA-kokeen tuloksissa osoittavat, että kokeen 
suorittamisessa vaaditaan huolellisuutta ja tulosten tulkinnassa harkintaa. Vaikka tämän 
tutkimuksen tuloksissa varianssianalyysin oletukset eivät täysin toteutuneetkaan, saatiin 
tilastollisella analyysillä kuitenkin luotettavampi ja todenmukaisempi arvio tuloksista 
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kuin pelkällä silmämääräisellä tulkinnalla. IAA-koe voisi soveltua kasvien kasvua 
edistävien kaupallisten mikrobivalmisteiden laadunvalvontaan. 
 
4.11 Kasvikokeessa käytettyjen menetelmien toimivuus 
 
Kasvinsiementen pintasterilointi hypokloriitilla edellytti kompromissia steriiliyden 
saavuttamisen ja kasvinsiemenelle aiheutuvien haittojen välillä. Osalla kasvilajeista 
siementen pintaa ei saatu täysin steriiliksi, kun taas toisilla itävyys ja elinvoimaisuus 
nähtävästi jo kärsivät liian suurista hypokloriittijäämistä. Toisaalta siementen sisältä 
itämisen yhteydessä vapautuneet bakteerit osoittivat, ettei huolellisellakaan 
pintasteriloinnilla välttämättä saavuteta bakteerittomia siemeniä. 
Siementen bakteerikäsittelyt onnistuivat hyvin, sillä bakteerisuspensioiden 
bakteeripitoisuudet olivat korkeat ja tartunta siementen pintaan hyvä. Ero bakteerien 
tartunnassa vehnän ja vuohenherneen siementen välillä johtui luultavasti pääasiassa 
siementen kokoerosta. Bakteerikannan Stenotrophomonas maltophilia CCG 57 ROS 3 
erityisen hyvä tartunta vehnänjyviin osoitti kuitenkin, että myös kasvilajin ja 
bakteerikannan yhteensopivuudella on merkitystä. Bakteerikantojen 
tarttumistehokkuudesta ei kuitenkaan kannata vetää kovin pitkälle meneviä 
johtopäätöksiä, sillä ominaisuus ei välttämättä kovin hyvin kuvaa kantojen lopullista 
kykyä kolonisoida kasvien pinta- ja sisäosia (Sukiman & New 1990). 
Kasvikokeessa käytetyssä pussikasvatusmenetelmässä kasvit kasvoivat 
vesiviljelyssä, jossa olosuhteet poikkeavat varsin paljon kasvien luontaisesta 
kasvuympäristöstä maassa. Tämän tyyppisessä koemenettelyssä ei siis saada testattua 
sideroforien tuottoon tai fosfaatin liukoistamiseen liittyviä vaikutuksia, jotka ovat 
suoraan kytköksissä maaperään. Sen sijaan typensidontaan, IAA:n tuottoon sekä ACC-
deaminaasin tuottoon liittyvät vaikutukset voisivat tulla ilmi kasvien 
pussikasvatuksessa. Typensidonnan ilmenemismahdollisuuksia yritettiin vielä parantaa 
käyttämällä kasvien kasteluun typetöntä ravinneliuosta. Aiemmissa tutkimuksissa 
kasvien kasvua edistäneet verrokkikannatkaan eivät kuitenkaan saaneet aikaan kasvien 
kuivapainon nousua, joten pussikasvatus ei vaikuttanut kovin toimivalta. 
Kasvatuspussit myös osoittautuivat epäkäytännöllisiksi pienen kokonsa sekä 
kosteustasapainon heittelyn vuoksi. Pussien suurin ongelma oli erittäin nopea 
kuivuminen, jonka seurauksena kasvit saattoivat kuolla yhdessä päivässä. Tämän 
välttämiseksi kasveja jouduttiin koko ajan pitämään liian kosteina, mikä saattoi 
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huonontaa niiden kasvua. Pussien kastelu oli myös erittäin työlästä ja aikaavievää, 
koska jokainen pussi piti kastella yksitellen ja aseptisesti, jotteivät käsittelyissä käytetyt 
bakteerit sekoittuisi pussien välillä. 
Edellä mainittujen seikkojen vuoksi pussikasvatusmenetelmää ei voi suositella 
käytettäväksi kasvien kasvua edistävien mikrobivalmisteiden laadunvalvonnassa. 
Jatkossa kasvikokeiden tekemistä kannattaisi kokeilla hiekkapitoisessa multaseoksessa, 
josta kasvien juuret olisi helppo pestä puhtaaksi. Tällöin saataisiin luultavasti myös 
luotettavampi arvio tuotteen vaikutuksista, koska olosuhteet vastaisivat paremmin 
kasvien todellista kasvuympäristöä. Kasviyksilöiden välinen luontainen kokovaihtelu 
puolestaan olisi ratkaistavissa vain monistamalla perimältään yhdenmukaisia kasveja, 
mikä vaatisi työläiden solukkoviljelytekniikoiden käyttöä (Senthilkumar ym. 2008). 
 
5 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Tässä tutkimuksessa saatujen tulosten perusteella TwinN-tuote sisälsi valmistajan 
lupaamat bakteerisuvut, mutta bakteeripitoisuuksien ja mikrobiologisen puhtauden 
osalta tuote ei täysin vastannut valmistajan kuvausta. Tuotteesta eristetyiltä 
bakteerikannoilta löytyi ominaisuuksia, joilla ne voisivat edistää kasvien kasvua. 
Valmistajan lupaamasta typensidonnasta ei kuitenkaan saatu minkäänlaista näyttöä, 
joten tuotteen markkinointi kyseiseen ominaisuuteen vedoten tuntuu valheelliselta. 
Kasvikokeessa yksi TwinN-tuotteesta eristetyistä bakteerikannoista onnistui 
merkittävästi lisäämään tutkittavan kasvin kuivapainoa, mutta itse TwinN-tuotteella tätä 
vaikutusta ei havaittu. Kasvikokeen tuloksia saattoi kuitenkin huonontaa käytetyn 
kasvatusmenetelmän keinotekoisuus, joten siltä osin tarvittaisiin jatkotutkimuksia. 
 Kasvien kasvua edistävien mikrobivalmisteiden mikrobiologisen laadun 
määrittämiseen sekä bakteerikantojen fysiologisten ominaisuuksien kartoittamiseen 
löydettiin muutamia menetelmiä, joita voitaisiin mahdollisesti hyödyntää myös 
virallisessa laadunvalvonnassa. Fysiologisten testien kohdalla huomattiin, että tulokset 
riippuvat valitusta menetelmästä, bakteerien kantakohtaisista ominaisuuksista sekä 
olosuhteista. On joka tapauksessa muistettava, ettei fysiologisen ominaisuuden 
olemassaolo vielä sinänsä takaa mikrobin kykyä edistää kasvien kasvua. Kasvikokeet 
ovat siis lopulta tärkein tapa selvittää bakteerien todellisia vaikutuksia kasveihin. 
Menetelmien valintakriteereissä korostetaan monesti yksinkertaisuutta ja 
edullista hintaa. Tärkeintä olisi kuitenkin pyrkiä siihen, että valitulla menetelmällä 
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saadaan luotettavia tuloksia, jotka kuvaavat tuotteen vaikutuksen kannalta oleellisia 
asioita. 
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LIITE 1: KOKEISSA SAADUT ALKUPERÄISET MITTAUSTULOKSET JA 
TILASTOLLISTEN ANALYYSIEN YHTEENVETOTAULUKOT 
 
Taulukko 1. Bakteerikantojen liemiviljelmien absorbanssit ACC-deaminaasikokeessa. 
 
 
Taulukko 2. Bakteerikantojen liemiviljelmien IAA-pitoisuudet IAA-kokeessa. 
 
  
A. indigens 
TwinN
A. caulinodans 
TwinN
A. brasilense 
TwinN
A. caulinodans 
ORS 571
A. brasilense 
LMG 4376
P. extremorientalis 
TSAU20
P. trivialis 
3Re2-7
S. maltophilia 
CCG 57 ROS 3
ACC 0,0000 0,0634 0,1185 0,0805 0,0517 0,1095 0,0340 0,0232
ACC 0,0000 0,0501 0,1295 0,2378 0,0722 0,0713 0,0193 0,0181
ACC 0,0000 0,0831 0,1415 0,1310 0,1020 0,0395 0,0310 0,0364
NH4Cl 1,0050 1,0300 0,8427 0,8205 0,5118 0,7981 1,4596 0,0172
NH4Cl 1,2401 0,9725 0,8534 0,8715 0,5606 0,8827 1,3023 0,0262
NH4Cl 1,0994 1,0184 0,8139 0,9102 0,3660 0,8283 1,2793 0,0233
Typetön 0,1050 0,0457 0,0456 0,0372 0,0287 0,0160 0,0329 0,0255
Typetön 0,0000 0,0386 0,1479 0,0411 0,0301 0,0177 0,0512 0,0325
Typetön 0,0476 0,0240 0,1710 0,0300 0,0240 0,0044 0,0125 0,0285
Bakteerikantojen liemiviljelmien absorbanssit (λ = 570 nm)
Typenlähde
A. indigens 
TwinN
A. caulinodans 
TwinN
A. brasilense 
TwinN
A. caulinodans 
ORS 571
A. brasilense 
LMG 4376
P. extremorientalis 
TSAU20
P. trivialis 
3Re2-7
S. maltophilia 
CCG 57 ROS 3
TYS+tryptofaani 2,5975 5,5772 4,1443 6,6456 2,4987 0,0000 7,4886 0,8380
TYS+tryptofaani 2,5392 4,8278 3,9392 6,5899 3,0684 0,3443 5,3342 0,8329
TYS+tryptofaani 2,4608 5,0886 4,3570 6,5468 3,6658 0,0633 7,0354 1,4076
TYS 0,0000 0,1038 0,8709 0,4937 0,6177 0,1519 0,7924 0,5747
TYS 0,0000 0,4759 1,1772 0,2481 0,6076 0,0405 0,8304 0,5924
TYS 0,0000 0,1418 1,1823 0,2177 0,6886 0,2203 0,5772 0,6557
Liemi
Bakteerikantojen liemiviljelmien IAA-pitoisuudet (µg/ml)
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Taulukko 3. IAA-kokeen tulosten ANOVA-analyysi: Kunkin bakteerikannan IAA:n 
tuoton vertailu eri liemissä. 
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Taulukko 4. IAA-kokeen tulosten ANOVA-analyysi: IAA:n tuoton vertailu eri 
bakteerikantojen välillä. 
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Taulukko 5. Kasvikokeen punnitustulokset. 
Kasvatus-
pussi Bakteerikäsittely Kasvi 
Kasvien 
lukumäärä 
pussissa 
Kasvien 
yhteispaino 
(g) 
Yhden kasvin 
keskimääräinen 
paino (g) 
1 A. brasilense TwinN Retiisi verso 6 0,1122 0,0187 
2 A. brasilense TwinN Retiisi verso 4 0,1108 0,0277 
3 A. brasilense TwinN Retiisi verso 6 0,1229 0,0205 
4 A. brasilense TwinN Retiisi verso 5 0,0804 0,0161 
5 A. brasilense TwinN Retiisi verso 6 0,1003 0,0167 
6 A. brasilense TwinN Retiisi juuri 6 0,0233 0,0039 
7 A. brasilense TwinN Retiisi juuri 4 0,0187 0,0047 
8 A. brasilense TwinN Retiisi juuri 6 0,0266 0,0044 
9 A. brasilense TwinN Retiisi juuri 5 0,0198 0,0040 
10 A. brasilense TwinN Retiisi juuri 6 0,0235 0,0039 
11 A. caulinodans TwinN Retiisi verso 5 0,0995 0,0199 
12 A. caulinodans TwinN Retiisi verso 5 0,1057 0,0211 
13 A. caulinodans TwinN Retiisi verso 5 0,1156 0,0231 
14 A. caulinodans TwinN Retiisi verso 5 0,1140 0,0228 
15 A. caulinodans TwinN Retiisi verso 6 0,1219 0,0203 
16 A. caulinodans TwinN Retiisi juuri 5 0,0179 0,0036 
17 A. caulinodans TwinN Retiisi juuri 5 0,0207 0,0041 
18 A. caulinodans TwinN Retiisi juuri 5 0,0213 0,0043 
19 A. caulinodans TwinN Retiisi juuri 5 0,0263 0,0053 
20 A. caulinodans TwinN Retiisi juuri 6 0,0210 0,0035 
21 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi verso 6 0,1387 0,0231 
22 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi verso 6 0,0849 0,0142 
23 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi verso 6 0,0930 0,0155 
24 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi verso 6 0,1305 0,0218 
25 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi verso 6 0,1147 0,0191 
26 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi juuri 6 0,0268 0,0045 
27 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi juuri 6 0,0187 0,0031 
28 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi juuri 6 0,0190 0,0032 
29 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi juuri 6 0,0265 0,0044 
30 P. trivialis 3Re2-7 Retiisi juuri 6 0,0225 0,0037 
31 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi verso 5 0,0931 0,0186 
32 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi verso 4 0,0885 0,0221 
33 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi verso 6 0,1115 0,0186 
34 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi verso 6 0,1546 0,0258 
35 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi verso 6 0,1243 0,0207 
36 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi juuri 5 0,0188 0,0038 
37 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi juuri 4 0,0198 0,0050 
38 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi juuri 6 0,0234 0,0039 
39 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi juuri 6 0,0334 0,0056 
40 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Retiisi juuri 6 0,0266 0,0044 
41 TwinN-tuote Retiisi verso 6 0,1030 0,0172 
42 TwinN-tuote Retiisi verso 6 0,1158 0,0193 
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43 TwinN-tuote Retiisi verso 6 0,0874 0,0146 
44 TwinN-tuote Retiisi verso 4 0,0789 0,0197 
45 TwinN-tuote Retiisi verso 6 0,1267 0,0211 
46 TwinN-tuote Retiisi juuri 6 0,0242 0,0040 
47 TwinN-tuote Retiisi juuri 6 0,0237 0,0039 
48 TwinN-tuote Retiisi juuri 6 0,0175 0,0029 
49 TwinN-tuote Retiisi juuri 4 0,0158 0,0040 
50 TwinN-tuote Retiisi juuri 6 0,0287 0,0048 
51 Siirrostamaton Retiisi verso 6 0,1006 0,0168 
52 Siirrostamaton Retiisi verso 6 0,1120 0,0187 
53 Siirrostamaton Retiisi verso 6 0,1274 0,0212 
54 Siirrostamaton Retiisi verso 6 0,1229 0,0205 
55 Siirrostamaton Retiisi verso 5 0,0781 0,0156 
56 Siirrostamaton Retiisi juuri 6 0,0252 0,0042 
57 Siirrostamaton Retiisi juuri 6 0,0233 0,0039 
58 Siirrostamaton Retiisi juuri 6 0,0208 0,0035 
59 Siirrostamaton Retiisi juuri 6 0,0246 0,0041 
60 Siirrostamaton Retiisi juuri 5 0,0180 0,0036 
61 A. brasilense TwinN Vehnä verso 5 0,0922 0,0184 
62 A. brasilense TwinN Vehnä verso 6 0,1613 0,0269 
63 A. brasilense TwinN Vehnä verso 6 0,1383 0,0231 
64 A. brasilense TwinN Vehnä verso 3 0,0669 0,0223 
65 A. brasilense TwinN Vehnä verso 6 0,1214 0,0202 
66 A. brasilense TwinN Vehnä juuri 5 0,1334 0,0267 
67 A. brasilense TwinN Vehnä juuri 6 0,2063 0,0344 
68 A. brasilense TwinN Vehnä juuri 6 0,1831 0,0305 
69 A. brasilense TwinN Vehnä juuri 3 0,0759 0,0253 
70 A. brasilense TwinN Vehnä juuri 6 0,1856 0,0309 
71 A. caulinodans TwinN Vehnä verso 6 0,1413 0,0236 
72 A. caulinodans TwinN Vehnä verso 6 0,1203 0,0201 
73 A. caulinodans TwinN Vehnä verso 6 0,1087 0,0181 
74 A. caulinodans TwinN Vehnä verso 6 0,1553 0,0259 
75 A. caulinodans TwinN Vehnä verso 6 0,1779 0,0297 
76 A. caulinodans TwinN Vehnä juuri 6 0,2064 0,0344 
77 A. caulinodans TwinN Vehnä juuri 6 0,1737 0,0290 
78 A. caulinodans TwinN Vehnä juuri 6 0,1688 0,0281 
79 A. caulinodans TwinN Vehnä juuri 6 0,2333 0,0389 
80 A. caulinodans TwinN Vehnä juuri 6 0,2359 0,0393 
81 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä verso 6 0,1679 0,0280 
82 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä verso 6 0,1517 0,0253 
83 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä verso 6 0,1385 0,0231 
84 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä verso 6 0,1467 0,0245 
85 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä verso 6 0,1190 0,0198 
86 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä juuri 6 0,1978 0,0330 
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87 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä juuri 6 0,2144 0,0357 
88 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä juuri 6 0,1866 0,0311 
89 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä juuri 6 0,2116 0,0353 
90 P. trivialis 3Re2-7 Vehnä juuri 6 0,1732 0,0289 
91 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä verso 6 0,0767 0,0128 
92 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä verso 6 0,1390 0,0232 
93 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä verso 6 0,1130 0,0188 
94 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä verso 6 0,1319 0,0220 
95 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä verso 6 0,1534 0,0256 
96 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä juuri 6 0,1144 0,0191 
97 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä juuri 6 0,2120 0,0353 
98 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä juuri 6 0,1627 0,0271 
99 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä juuri 6 0,1892 0,0315 
100 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vehnä juuri 6 0,1982 0,0330 
101 TwinN-tuote Vehnä verso 5 0,0931 0,0186 
102 TwinN-tuote Vehnä verso 6 0,1041 0,0174 
103 TwinN-tuote Vehnä verso 6 0,1620 0,0270 
104 TwinN-tuote Vehnä verso 6 0,1587 0,0265 
105 TwinN-tuote Vehnä verso 6 0,1307 0,0218 
106 TwinN-tuote Vehnä juuri 5 0,1140 0,0228 
107 TwinN-tuote Vehnä juuri 6 0,1508 0,0251 
108 TwinN-tuote Vehnä juuri 6 0,2225 0,0371 
109 TwinN-tuote Vehnä juuri 6 0,2401 0,0400 
110 TwinN-tuote Vehnä juuri 6 0,2070 0,0345 
111 Siirrostamaton Vehnä verso 6 0,1029 0,0172 
112 Siirrostamaton Vehnä verso 6 0,1387 0,0231 
113 Siirrostamaton Vehnä verso 6 0,1316 0,0219 
114 Siirrostamaton Vehnä verso 6 0,1447 0,0241 
115 Siirrostamaton Vehnä verso 6 0,1451 0,0242 
116 Siirrostamaton Vehnä juuri 6 0,1338 0,0223 
117 Siirrostamaton Vehnä juuri 6 0,1791 0,0299 
118 Siirrostamaton Vehnä juuri 6 0,1795 0,0299 
119 Siirrostamaton Vehnä juuri 6 0,1953 0,0326 
120 Siirrostamaton Vehnä juuri 6 0,2077 0,0346 
121 A. brasilense TwinN Vuohenherne verso 4 0,0477 0,0119 
122 A. brasilense TwinN Vuohenherne verso 6 0,0554 0,0092 
123 A. brasilense TwinN Vuohenherne verso 5 0,0594 0,0119 
124 A. brasilense TwinN Vuohenherne verso 6 0,0520 0,0087 
125 A. brasilense TwinN Vuohenherne verso 6 0,0609 0,0102 
126 A. brasilense TwinN Vuohenherne juuri 4 0,0231 0,0058 
127 A. brasilense TwinN Vuohenherne juuri 6 0,0293 0,0049 
128 A. brasilense TwinN Vuohenherne juuri 5 0,0247 0,0049 
129 A. brasilense TwinN Vuohenherne juuri 6 0,0400 0,0067 
130 A. brasilense TwinN Vuohenherne juuri 6 0,0431 0,0072 
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131 A. caulinodans TwinN Vuohenherne verso 4 0,0414 0,0104 
132 A. caulinodans TwinN Vuohenherne verso 6 0,0612 0,0102 
133 A. caulinodans TwinN Vuohenherne verso 6 0,0396 0,0066 
134 A. caulinodans TwinN Vuohenherne verso 6 0,0695 0,0116 
135 A. caulinodans TwinN Vuohenherne verso 5 0,0541 0,0108 
136 A. caulinodans TwinN Vuohenherne juuri 4 0,0188 0,0047 
137 A. caulinodans TwinN Vuohenherne juuri 6 0,0371 0,0062 
138 A. caulinodans TwinN Vuohenherne juuri 6 0,0257 0,0043 
139 A. caulinodans TwinN Vuohenherne juuri 6 0,0450 0,0075 
140 A. caulinodans TwinN Vuohenherne juuri 5 0,0340 0,0068 
141 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne verso 6 0,0483 0,0081 
142 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne verso 5 0,0527 0,0105 
143 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne verso 6 0,0468 0,0078 
144 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne verso 5 0,0491 0,0098 
145 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne verso 6 0,0517 0,0086 
146 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne juuri 6 0,0241 0,0040 
147 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne juuri 5 0,0346 0,0069 
148 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne juuri 6 0,0249 0,0041 
149 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne juuri 5 0,0395 0,0079 
150 P. trivialis 3Re2-7 Vuohenherne juuri 6 0,0369 0,0061 
151 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne verso 6 0,0456 0,0076 
152 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne verso 6 0,0608 0,0101 
153 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne verso 5 0,0491 0,0098 
154 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne verso 6 0,0519 0,0087 
155 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne verso 6 0,0562 0,0094 
156 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne juuri 6 0,0239 0,0040 
157 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne juuri 6 0,0379 0,0063 
158 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne juuri 5 0,0209 0,0042 
159 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne juuri 6 0,0278 0,0046 
160 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Vuohenherne juuri 6 0,0299 0,0050 
161 TwinN-tuote Vuohenherne verso 5 0,0411 0,0082 
162 TwinN-tuote Vuohenherne verso 6 0,0503 0,0084 
163 TwinN-tuote Vuohenherne verso 6 0,0543 0,0091 
164 TwinN-tuote Vuohenherne verso 6 0,0559 0,0093 
165 TwinN-tuote Vuohenherne verso 6 0,0635 0,0106 
166 TwinN-tuote Vuohenherne juuri 5 0,0223 0,0045 
167 TwinN-tuote Vuohenherne juuri 6 0,0331 0,0055 
168 TwinN-tuote Vuohenherne juuri 6 0,0336 0,0056 
169 TwinN-tuote Vuohenherne juuri 6 0,0411 0,0068 
170 TwinN-tuote Vuohenherne juuri 6 0,0403 0,0067 
171 Siirrostamaton Vuohenherne verso 6 0,0538 0,0090 
172 Siirrostamaton Vuohenherne verso 6 0,0596 0,0099 
173 Siirrostamaton Vuohenherne verso 6 0,0607 0,0101 
174 Siirrostamaton Vuohenherne verso 6 0,0643 0,0107 
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175 Siirrostamaton Vuohenherne verso 6 0,0550 0,0092 
176 Siirrostamaton Vuohenherne juuri 6 0,0283 0,0047 
177 Siirrostamaton Vuohenherne juuri 6 0,0397 0,0066 
178 Siirrostamaton Vuohenherne juuri 6 0,0353 0,0059 
179 Siirrostamaton Vuohenherne juuri 6 0,0426 0,0071 
180 Siirrostamaton Vuohenherne juuri 6 0,0384 0,0064 
181 A. brasilense TwinN Tomaatti verso 5 0,0296 0,0059 
182 A. brasilense TwinN Tomaatti verso 4 0,0091 0,0023 
183 A. brasilense TwinN Tomaatti verso 3 0,0175 0,0058 
184 A. brasilense TwinN Tomaatti verso 6 0,0234 0,0039 
185 A. brasilense TwinN Tomaatti verso 6 0,0265 0,0044 
186 A. brasilense TwinN Tomaatti juuri 5 0,0103 0,0021 
187 A. brasilense TwinN Tomaatti juuri 4 0,0023 0,0006 
188 A. brasilense TwinN Tomaatti juuri 3 0,0067 0,0022 
189 A. brasilense TwinN Tomaatti juuri 6 0,0081 0,0014 
190 A. brasilense TwinN Tomaatti juuri 6 0,0100 0,0017 
191 A. caulinodans TwinN Tomaatti verso 6 0,0295 0,0049 
192 A. caulinodans TwinN Tomaatti verso 6 0,0312 0,0052 
193 A. caulinodans TwinN Tomaatti verso 5 0,0264 0,0053 
194 A. caulinodans TwinN Tomaatti verso 5 0,0302 0,0060 
195 A. caulinodans TwinN Tomaatti verso 5 0,0291 0,0058 
196 A. caulinodans TwinN Tomaatti juuri 6 0,0114 0,0019 
197 A. caulinodans TwinN Tomaatti juuri 6 0,0101 0,0017 
198 A. caulinodans TwinN Tomaatti juuri 5 0,0096 0,0019 
199 A. caulinodans TwinN Tomaatti juuri 5 0,0102 0,0020 
200 A. caulinodans TwinN Tomaatti juuri 5 0,0089 0,0018 
201 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti verso 6 0,0331 0,0055 
202 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti verso 5 0,0180 0,0036 
203 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti verso 6 0,0278 0,0046 
204 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti verso 5 0,0214 0,0043 
205 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti verso 6 0,0181 0,0030 
206 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti juuri 6 0,0106 0,0018 
207 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti juuri 5 0,0062 0,0012 
208 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti juuri 6 0,0109 0,0018 
209 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti juuri 5 0,0081 0,0016 
210 P. trivialis 3Re2-7 Tomaatti juuri 6 0,0059 0,0010 
211 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti verso 6 0,0267 0,0044 
212 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti verso 5 0,0291 0,0058 
213 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti verso 5 0,0317 0,0063 
214 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti verso 6 0,0286 0,0048 
215 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti verso 6 0,0248 0,0041 
216 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti juuri 6 0,0084 0,0014 
217 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti juuri 5 0,0095 0,0019 
218 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti juuri 5 0,0102 0,0020 
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219 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti juuri 6 0,0106 0,0018 
220 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Tomaatti juuri 6 0,0086 0,0014 
221 TwinN-tuote Tomaatti verso 6 0,0198 0,0033 
222 TwinN-tuote Tomaatti verso 5 0,0237 0,0047 
223 TwinN-tuote Tomaatti verso 4 0,0221 0,0055 
224 TwinN-tuote Tomaatti verso 5 0,0246 0,0049 
225 TwinN-tuote Tomaatti verso 4 0,0194 0,0048 
226 TwinN-tuote Tomaatti juuri 6 0,0070 0,0012 
227 TwinN-tuote Tomaatti juuri 5 0,0083 0,0017 
228 TwinN-tuote Tomaatti juuri 4 0,0072 0,0018 
229 TwinN-tuote Tomaatti juuri 5 0,0086 0,0017 
230 TwinN-tuote Tomaatti juuri 4 0,0072 0,0018 
231 Siirrostamaton Tomaatti verso 5 0,0195 0,0039 
232 Siirrostamaton Tomaatti verso 5 0,0314 0,0063 
233 Siirrostamaton Tomaatti verso 5 0,0223 0,0045 
234 Siirrostamaton Tomaatti verso 4 0,0211 0,0053 
235 Siirrostamaton Tomaatti verso 6 0,0344 0,0057 
236 Siirrostamaton Tomaatti juuri 5 0,0081 0,0016 
237 Siirrostamaton Tomaatti juuri 5 0,0099 0,0020 
238 Siirrostamaton Tomaatti juuri 5 0,0076 0,0015 
239 Siirrostamaton Tomaatti juuri 4 0,0072 0,0018 
240 Siirrostamaton Tomaatti juuri 6 0,0122 0,0020 
241 A. brasilense TwinN Kiinankaali verso 4 0,0266 0,0066 
242 A. brasilense TwinN Kiinankaali verso 6 0,0352 0,0059 
243 A. brasilense TwinN Kiinankaali verso 5 0,0317 0,0063 
244 A. brasilense TwinN Kiinankaali verso 6 0,0360 0,0060 
245 A. brasilense TwinN Kiinankaali verso 5 0,0287 0,0057 
246 A. brasilense TwinN Kiinankaali juuri 4 0,0051 0,0013 
247 A. brasilense TwinN Kiinankaali juuri 6 0,0121 0,0020 
248 A. brasilense TwinN Kiinankaali juuri 5 0,0103 0,0021 
249 A. brasilense TwinN Kiinankaali juuri 6 0,0084 0,0014 
250 A. brasilense TwinN Kiinankaali juuri 5 0,0077 0,0015 
251 A. caulinodans TwinN Kiinankaali verso 5 0,0186 0,0037 
252 A. caulinodans TwinN Kiinankaali verso 6 0,0301 0,0050 
253 A. caulinodans TwinN Kiinankaali verso 4 0,0192 0,0048 
254 A. caulinodans TwinN Kiinankaali verso 6 0,0308 0,0051 
255 A. caulinodans TwinN Kiinankaali verso 6 0,0256 0,0043 
256 A. caulinodans TwinN Kiinankaali juuri 5 0,0064 0,0013 
257 A. caulinodans TwinN Kiinankaali juuri 6 0,0094 0,0016 
258 A. caulinodans TwinN Kiinankaali juuri 4 0,0054 0,0013 
259 A. caulinodans TwinN Kiinankaali juuri 6 0,0090 0,0015 
260 A. caulinodans TwinN Kiinankaali juuri 6 0,0066 0,0011 
261 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali verso 6 0,0309 0,0052 
262 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali verso 5 0,0156 0,0031 
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263 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali verso 6 0,0265 0,0044 
264 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali verso 6 0,0247 0,0041 
265 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali verso 6 0,0312 0,0052 
266 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali juuri 6 0,0082 0,0014 
267 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali juuri 5 0,0062 0,0012 
268 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali juuri 6 0,0088 0,0015 
269 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali juuri 6 0,0086 0,0014 
270 P. trivialis 3Re2-7 Kiinankaali juuri 6 0,0097 0,0016 
271 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali verso 6 0,0201 0,0034 
272 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali verso 5 0,0279 0,0056 
273 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali verso 6 0,0215 0,0036 
274 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali verso 6 0,0310 0,0052 
275 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali verso 5 0,0212 0,0042 
276 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali juuri 6 0,0054 0,0009 
277 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali juuri 5 0,0065 0,0013 
278 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali juuri 6 0,0077 0,0013 
279 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali juuri 6 0,0082 0,0014 
280 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Kiinankaali juuri 5 0,0071 0,0014 
281 TwinN-tuote Kiinankaali verso 4 0,0183 0,0046 
282 TwinN-tuote Kiinankaali verso 4 0,0188 0,0047 
283 TwinN-tuote Kiinankaali verso 5 0,0165 0,0033 
284 TwinN-tuote Kiinankaali verso 6 0,0187 0,0031 
285 TwinN-tuote Kiinankaali verso 6 0,0272 0,0045 
286 TwinN-tuote Kiinankaali juuri 4 0,0057 0,0014 
287 TwinN-tuote Kiinankaali juuri 4 0,0078 0,0020 
288 TwinN-tuote Kiinankaali juuri 5 0,0062 0,0012 
289 TwinN-tuote Kiinankaali juuri 6 0,0078 0,0013 
290 TwinN-tuote Kiinankaali juuri 6 0,0073 0,0012 
291 Siirrostamaton Kiinankaali verso 6 0,0243 0,0041 
292 Siirrostamaton Kiinankaali verso 6 0,0224 0,0037 
293 Siirrostamaton Kiinankaali verso 6 0,0253 0,0042 
294 Siirrostamaton Kiinankaali verso 6 0,0239 0,0040 
295 Siirrostamaton Kiinankaali verso 4 0,0231 0,0058 
296 Siirrostamaton Kiinankaali juuri 6 0,0092 0,0015 
297 Siirrostamaton Kiinankaali juuri 6 0,0086 0,0014 
298 Siirrostamaton Kiinankaali juuri 6 0,0092 0,0015 
299 Siirrostamaton Kiinankaali juuri 6 0,0081 0,0014 
300 Siirrostamaton Kiinankaali juuri 4 0,0069 0,0017 
301 A. brasilense TwinN Palikkamailanen verso 6 0,0327 0,0054 
302 A. brasilense TwinN Palikkamailanen verso 3 0,0178 0,0059 
303 A. brasilense TwinN Palikkamailanen verso 5 0,0249 0,0050 
304 A. brasilense TwinN Palikkamailanen verso 6 0,0308 0,0051 
305 A. brasilense TwinN Palikkamailanen verso 6 0,0440 0,0073 
306 A. brasilense TwinN Palikkamailanen juuri 6 0,0286 0,0048 
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307 A. brasilense TwinN Palikkamailanen juuri 3 0,0189 0,0063 
308 A. brasilense TwinN Palikkamailanen juuri 5 0,0246 0,0049 
309 A. brasilense TwinN Palikkamailanen juuri 6 0,0230 0,0038 
310 A. brasilense TwinN Palikkamailanen juuri 6 0,0347 0,0058 
311 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen verso 4 0,0255 0,0064 
312 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen verso 5 0,0352 0,0070 
313 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen verso 6 0,0355 0,0059 
314 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen verso 6 0,0444 0,0074 
315 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen verso 6 0,0335 0,0056 
316 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen juuri 4 0,0214 0,0053 
317 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen juuri 5 0,0293 0,0059 
318 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen juuri 6 0,0324 0,0054 
319 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen juuri 6 0,0296 0,0049 
320 A. caulinodans TwinN Palikkamailanen juuri 6 0,0317 0,0053 
321 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen verso 3 0,0219 0,0073 
322 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen verso 1 0,0089 0,0089 
323 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen verso 5 0,0308 0,0062 
324 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen verso 6 0,0325 0,0054 
325 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen verso 6 0,0280 0,0047 
326 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen juuri 3 0,0181 0,0060 
327 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen juuri 1 0,0088 0,0088 
328 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen juuri 5 0,0174 0,0035 
329 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen juuri 6 0,0270 0,0045 
330 P. trivialis 3Re2-7 Palikkamailanen juuri 6 0,0312 0,0052 
331 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen verso 6 0,0286 0,0048 
332 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen verso 6 0,0397 0,0066 
333 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen verso 6 0,0267 0,0044 
334 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen verso 6 0,0390 0,0065 
335 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen verso 6 0,0346 0,0058 
336 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen juuri 6 0,0187 0,0031 
337 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen juuri 6 0,0317 0,0053 
338 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen juuri 6 0,0279 0,0047 
339 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen juuri 6 0,0295 0,0049 
340 S. maltophilia CCG 57 ROS 3 Palikkamailanen juuri 6 0,0338 0,0056 
341 TwinN-tuote Palikkamailanen verso 5 0,0345 0,0069 
342 TwinN-tuote Palikkamailanen verso 5 0,0290 0,0058 
343 TwinN-tuote Palikkamailanen verso 6 0,0353 0,0059 
344 TwinN-tuote Palikkamailanen verso 6 0,0316 0,0053 
345 TwinN-tuote Palikkamailanen verso 6 0,0296 0,0049 
346 TwinN-tuote Palikkamailanen juuri 5 0,0182 0,0036 
347 TwinN-tuote Palikkamailanen juuri 5 0,0265 0,0053 
348 TwinN-tuote Palikkamailanen juuri 6 0,0309 0,0051 
349 TwinN-tuote Palikkamailanen juuri 6 0,0289 0,0048 
350 TwinN-tuote Palikkamailanen juuri 6 0,0349 0,0058 
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Kasvatus-
pussi Bakteerikäsittely Kasvi 
Kasvien 
lukumäärä 
pussissa 
Kasvien 
yhteispaino 
(g) 
Yhden kasvin 
keskimääräinen 
paino (g) 
351 Siirrostamaton Palikkamailanen verso 6 0,0323 0,0054 
352 Siirrostamaton Palikkamailanen verso 5 0,0296 0,0059 
353 Siirrostamaton Palikkamailanen verso 4 0,0227 0,0057 
354 Siirrostamaton Palikkamailanen verso 6 0,0307 0,0051 
355 Siirrostamaton Palikkamailanen verso 5 0,0271 0,0054 
356 Siirrostamaton Palikkamailanen juuri 6 0,0283 0,0047 
357 Siirrostamaton Palikkamailanen juuri 5 0,0288 0,0058 
358 Siirrostamaton Palikkamailanen juuri 4 0,0176 0,0044 
359 Siirrostamaton Palikkamailanen juuri 6 0,0284 0,0047 
360 Siirrostamaton Palikkamailanen juuri 5 0,0275 0,0055 
 
 
 
 
Taulukko 6. Kasvikokeen punnitustulosten MANOVA-analyysi: Kiinankaalin versojen 
kuivapainon vertailu muissa kuin TwinN-bakteerijauheella tehdyissä käsittelyissä. 
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Taulukko 7. Kasvikokeen punnitustulosten MANOVA-analyysi: Kiinankaalin versojen 
kuivapainon vertailu kaikissa käsittelyissä. 
 
Taulukko 8. Kasvikokeen punnitustulosten vertailu parametrittomalla Kruskal-Wallis 
H -testillä. 
 
